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第1章序論
第1節　いわし糠漬けの不揮発性アミン蓄積機序の研究の現状
　水産発酵食品は，魚介類の漁獲量の変動が大きいため，一時期に多量に漁獲された腐敗
しやすい魚体を，保存するために生まれたものと考えれれている。魚介類の保存法として
古くは，乾燥，塩蔵，薫製による方法が使用されてきた。魚介類のような動物性タンパク
質の貯蔵可能期間は，塩分濃度と貯蔵温度により著しく左右される。したがって夏期にこ
うした食材の貯蔵性を保っには，できるだけ塩分濃度を高くする必要がある。すなわち原
料の塩蔵時に，多量の塩を用いて浸透圧を高めることで，細胞の脱水を促進させるので腐
敗菌の繁殖を防止できる。しかし塩分濃度が高いので，貯蔵期間を長くすることが可能な
反面，食材の味を損ねることにもなる。さらにサバ，イワシ，サンマ，ニシンなどは脂肪
分が多く，その成分中に不飽和脂肪酸が多いので脂肪が酸化されやすい。こうした魚を塩
漬け状態で貯蔵すると，脂肪が酸化して魚の腹部が黄色く変色した油やけ状態を呈し風味
も低下する。もともとは塩漬けから発達した水産発酵食品であるが，単に貯蔵性の付与だ
けでなく風味付与も目的として，後にみそ漬け、粕漬け、糠漬けなどが作られるように
なったと考えられる。さらに魚を糠漬けにする利点には，脂肪を糠に吸収させて油やけの
防止が可能となり，さらに糠に含まれる成分が魚肉に浸透したり，発酵により魚肉タンパ
ク質が分解してアミノ酸が蓄積するので呈味性が向上する点がある。なお水産発酵食品
は，魚介類に食塩を加えて防腐し主として自己消化酵素の作用で発酵させた塩辛や魚醤油
と，すし類や糠漬けのように自己消化酵素の作用と共に外来の微生物の作用により発酵さ
せたものがある。魚醤油は独特の匂いを持つ，熟成期間約1年間で得られる透明な液体加
水分解物のことをいうが，東南アジアでは調味料として日常的に用いられる。塩辛や魚醤
油は自己消化による呈味性の向上の結果，副食品や調味料として利用され，一方すし類や
糠漬けは自己消化と共に乳酸発酵により風味や貯蔵性が付与されたものである。発酵に関
与する微生物は主として乳酸菌であるが，その他特有のにおいを持った有機酸を生成する
微生物も関与しているものと考えられている。乳酸発酵を促進する目的で米飯や米糠と同
時にスターターとして麹を加えられることが多い。糠漬けにはいわし糠漬け，ふぐ糠漬
け，にしん糠漬けなどがある。いずれも全国各地でそれぞれの風土に合った製品が伝統的
な方法で製造されている。
　ところで，不揮発性アミンは水産加工品をはじめ各種発酵食品（塩ga，1978〉に含まれ
ている成分である。食品中の不揮発性アミンを測定した例には，鮮魚（山中ら，1989；
Ya皿a皿akaθむa1．，1986），魚醤油諸味（佐藤ら，1995a），チーズ，ワイン（Sen，1969），味
噌（高木ら，1975；高木ら，1976），醤油（井部ら，1991），発酵ソーセージ
（Vandekerckkove，1977）などがある。このように不揮発性アミンは，発酵製品から検出さ
れる場合が多く，食品の加工工程で生成することが知られている。なお不揮発性アミンの
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中には，生理活性を持つものがあり，カダベリン（Cad）（Bjeldanes尻a1．，1978，
Hayashi，1955，Chu就31．，1981），プトレシン（Put）（赤松ら，1964），チラミン
（Tym）（宮木ら，1955，宮木ら，1954），スペル、ミジン（Spd）（Chu　eむa1．，1981〉はヒスタミ
ン（㎞）の作用を強めるといわれている。さらにTy皿は，精神病治療薬であるモノアミンオ
キシダーゼ阻害剤（阻OI）を投与された患者に対して，急激な血圧の上昇作用があり
（Horwitz就a1．，1964），幽OIを服用した患者がTymを含む食品を摂取し重篤な状況と
なった例（Isaacθむa1．，1977）もある。アミノ酸の脱炭酸の結果これら不揮発性アミンが
生成され（Bice就a1．，1976），とくに不揮発性アミンは魚介類や食肉の腐敗過程で生成
される（Karnasθむa1．，1978，Mietz砿a1．，1978）。したがってある種の不揮発性アミ
ンは鮮度判定の指標となり，Cad（山中ら，1989），Put（Ya皿anakaθむa1．，1989），
Agm（Y㎝anaka就a1．，1987），などは魚の鮮度判定の指標に，Putは食肉の鮮度判定の指
標に（山中ら，1989b），1㎞，Put，Cad，Spdの測定はツナ缶の品質の指標となる（Mietz　eむ
a1．，1977）というが，血は魚種によりその生成量が変化するので鮮度判定の指標とはなら
ず（Ed皿unds　eむa1．，1975），マサバの保存実験から不揮発性アミンは鮮度指標にはならな
い（Sato　e古a1．，1995b）といわれている。なおアレルギー様食中毒は，通常舳含量の高い
食品の摂取に原因し（Merson就a1．，1974〉，危険なレベルの㎞を含んだ魚を，官能検査
で判定することは出来ない。一般に㎞は微生物がヒスチジンを脱炭酸することで生成し
（Stratto皿θむa1．，1991），組織中に遊離ヒスチジンの含量が高いサンマ，マグロ，サ
バ，カツオが原因でアレルギー様食中毒は発症する（K卸abata　eむa1．，1955，Amold　et
a1．，1978）。本食中毒は，㎞を高濃度（一般的には100㎎／100g以上）含む食品を摂取した場
合，普通30分から60分位で特に口，耳たぶの熱感，頭痛，全身の紅潮，じん麻疹などが現
れるが，生命に別状はなくおそくとも1日で完全に治癒し死亡することはない（山中ら，
1999）。世界各国で本食中毒は発生し（Amoldθむa1．，1978），我国では発生件数，患者数
とも化学性食中毒の中では最も多い。1973年に我国では，アジの干物による本中毒により
2656人もの患者が発生している（山中ら，1984）。
　ところでいわし糠漬けは，6ヶ月～1年間糠の中に漬け込んで製造される発酵食品であ
り，そのNaC1含量は全熟成期間を通して9～13％（和田ら，1986），市販製品のNaC1含量も
12．2～14．1％と高い（張ら，1991）。しかし糠漬けは，市販水産加工食晶の中では特にlhl含
量が高く，最高144㎎／100gの製品があったと報告されている（和田ら，1982）。糠漬けには
高濃度のHmを蓄積した糠漬けが存在し，実際糠漬けのHmを原因とする集団食中毒により，
49名もの患者が発生したこと（厚生省環境衛生局食品衛生課，1963）が報告されている。
このように，糠漬けにおける㎞の蓄積が報告され，さらに㎞を原因とする食中毒の発生も
報告されていることは食品衛生上問題であり，その蓄積機構を明らかにすることが望まれ
る。なおアレルギー様食中毒は，微生物がヒスチジンを脱炭酸することで生成する
（Stratton　et．a1．，1991）が，このようなNaC1含量の高い糠漬け製品中での㎞蓄積を微生
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物学的に解明した例はない。なお糠漬けのH皿の蓄積の原因を考えるにあたり，原料イワシ
は各種の㎞生成菌により汚染されている可能性がある。原料イワシを一次汚染する可能性
のある㎞生成菌としては，N菌群細菌（0㎞z㎜i　eむa1．，1981，0kuzumi　eむa1．，1982，
Okuz㎜iθむa1．，1983，）C菌群細菌（与口ら，1990a，与口ら，1990b）琉加10（皿avelka，
1967）等が考えられる。またその後の取扱いによっては，他の㎞生成菌である
Pro伽s（Kimata就a1．，1953，相磯ら，1955，Aiso　eむa1．，1958，河端ら，1956，河
端ら，1959a，河端ら，1959b）κ1功5fθ11a（Taylorθむa1．，1979），伽動ja（Ferencik，
1970）のような陸棲菌にも汚染される可能性がある。和田ら（1986）は，糠漬け製造工程中
にHmが蓄積される可能性を検討し，製造初期の低pHと熟成温度（200C）が，N菌群細菌のヒ
スチジン脱炭酸酵素の至適pH，温度とほぼ一致していることなどから，N菌群細菌による
糠漬けのH皿の蓄積の可能性を推察している。しかしN菌群細菌は，7％NaC1培地で生育しな
いと報告されており（奥積ら，1984），また糠漬けのNaC1含量は，製造工程中の全熟成期間
を通して，ほぼ9～13％であることなど（和田ら，1986）から，N菌群細菌による㎞の蓄積は
考えにくい。さらにこれまで知られている㎞生成菌の大部分は陸棲菌である腸内細菌科に
属しているグラム陰性菌であり，また海洋由来のH皿生成菌として報告されている細菌も全
てグラム陰性菌である。こうした一部の励rfoを除くグラム陰性菌や腸内細菌科の細菌の
増殖し得る食塩濃度範囲が1．5M（約8．8％）である（畝本，1979）と報告されている。した
がって，いわし糠漬けにおける㎞蓄積には，これまでにないタイプの㎞生成菌が関与レて
いる可能性が考えられた。
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第2節　いわし糠漬け熟成時に添加される塩汁の役割に関する研究の現状
　魚の糠漬けは，イワシ，ニシン，フグなどを塩蔵または塩蔵後乾燥して，麹とともに糠
に漬け込んで熟成させたものである。石川県を中心に日本海沿岸で作られている。歴史的
にいつ頃から作られたかは明らかではないが，享保12年の租税覚書の中にふぐ糠漬けの記
録があるという（藤井，1983）。なお石川県を中心とした地域では，江戸時代から明治時代
中期に，北海道方面からの北前船が現在の美川港に入港した際陸揚げされた塩魚（主にニ
シンなど）を米糠に漬け込み，冬場や魚のとれない時期の食糧としたのがはじまりといわ
れる。いわし糠漬けの製造法は、通常冷凍イワシを作業前日より室温で解凍し，作業日に
頭部と内臓を手でもいで除去しさらに流水で洗った後，魚体に対して30～40％の食塩をま
き塩とし，10日間程度塩漬けを行う。魚体を取り出し木製の一斗樽の底が見えなくなるく
らいの米糠を敷き，塩漬けしたイワシを並べ再ぴ糠，麹，トウガラシを魚体が見えなくな
るくらいにまく。この操作を繰り返して，最上部には糠と麹をやや多めに加える。木桶の
落とし蓋の隙間には，外からのハエ等の侵入を防ぎ，後から添加する塩汁の浸透速度を調
節する目的で，縄を桶の内縁にそって置き，落とし蓋をして12～15kgの重石を置く。熟成
中に添加する塩汁は，塩漬けの際魚体内部より浸出した塩汁を集め，これに水を加えてボ
ーメ18。に希釈し，上層の浮遊物と下層の沈殿物を避け，中層付近より採取する。この塩
汁は，木桶の縁の隙間から落とし蓋の高さまで塩汁が上がってくるまで毎日添加される。
加工場によって添加する塩汁の濃度は異なるが，ボーメ18。～22。の範囲で塩加減を調節
し，さらに調味や着色の目的で，アミノ酸，カラメル，みりんを添加した塩汁を使用する
場合もある。なお塩漬けは3～4月に行い，糠への漬け込みは4～5月にかけての昼夜の
温度差が激しい時期が，魚体へ塩汁が良好に浸透するので良いとされている。熟成は，半
年から1年間行い，通常春先に塩漬けを開始すると，気温の高い7～8月を越すとアルコ
ール発酵，乳酸発酵，コハク酸発酵，クエン酸発酵が急速に進行し，風味と保存性が付与
されると同時に，米糠の澱粉やタンパク質，魚肉のタンパク質やエキス成分が発酵作用を
受けて独特な風味が生成され良好な品質の製品が出来るといわれる（山瀬ら，1973）。塩汁
の成分は，塩分が25．9～29．5％，ボーメ21．0～23．5。，pH4．8～6．0，全窒素O．47～1．90
％，アミノ態窒素0」07～0．49％（山瀬ら，1973）であるという。なおこれまでいわし糠漬け
に関する研究は，乳酸菌，酵母，カビの生菌数の消長，遊離アミノ酸および有機酸（山瀬
ら，1973；張ら，1991；Chang　eむa1．，1992），過酸化脂質（泉ら，1989），1㎞（和田ら，
19823和田ら，19861鈴木ら，1987），香気成分（笠原ら，1981），テクスチャーとタンパ
ク質の変化（江原，1995），微生物添加による品質向上（秋田ら，1986）などの報告例があ
る。しかしこれらの研究はいずれも，熟成過程で微生物の消長や化学成分を分析している
にすぎない。塩汁の役割として，山瀬ら（1973）は以下の4つの点を指摘している。すなわ
ち，（1）魚と空気との接触を遮断して1嫌気的条件を作り腐敗細菌の発育を防止するプ
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方，有用醗酵菌の増加をはかる。（2）糠分の消化をはかり，醗酵により生じた各呈味成分
を溶解して魚肉内に拡散，浸透をはかる。（3）塩蔵イワシ汁の添加は，適度の栄養素を含
むため，初期の醗酵を早める。（4〉原因は不明だが，着色を早める。このようにこれまで
の報告は，塩汁の役割は保存性の付与，微生物の栄養源供給，呈味付与，着色にあるとし
ている◎
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第3節　本研究の目的と経緯
　本研究では、その前半でいわし糠漬け製品の不揮発性アミンの蓄積実態調査とその原因
を解明しようとした。後半ではいわし糠漬け熟成中に差し汁として添加される塩汁の役割
を解明した。市販糠漬け製品のアミンの蓄積実態調査では、これまでの研究が1～3試料
のHm含量を調査した（和田ら，1982，鈴木ら，1987）にすぎず，分析した試料数も少なく他
の不揮発性アミンの蓄積状況との関連も不明であった。本研究では，全国から市販糠漬け
製品を多数収集し，製品中のH皿の蓄積実態や他の不揮発性アミンの蓄積状況との関連を明
らかにすることにした。既に糠漬け製造過程でのHm蓄積の可能性は指摘（和田ら，1986，
Chang　e孟a1．，1992）されていたが，蓄積に関与する細菌については不明である。なお糠
漬けはNaC1含量13％前後であり，糠漬け中の血の生成には，既知の恥生成菌以外のNaC1耐
性の強いHm生成菌が関与していることが予想された。今までに報告されている好塩・耐塩
性㎞生成菌として，好塩性㎞生成菌％o孟のaoむerfE皿（Okuzumiθむa1．，1994，Fujiiθむ
a1．，1997）は7～8％NaC1で生育せず，401ηθむoわac孟er（佐藤，1996）は7％NaC1で生育し
ないという。耐塩性㎞生成菌PθdfoeoeeEs（佐藤，1995，Kamop，1988）はNaC1濃度20％以
上でもHmを生成し，イカ魚醤油から好塩性㎞生成菌1eかagε”oeoec四5（Sato皿i就a1．，
1997）が分離同定され，しかもフグ卵巣糠漬けでは丁尻ra8θ加eooc四5が主要な細菌相であ
るという（Kobayashiθむa1．，2000）。また塩蔵イワシからは㎞生成菌として2種の
5むaphyloeoec贋s（Hemandez－herrero　et　a1．，1999）が分離されてはいるが，前述の細菌
と糠漬けの恥蓄積との関連は不明である。　さらに好塩・耐塩性㎞生成菌が糠漬けのよう
な高塩環境下で増殖し，不揮発性アミンを蓄積するかどうかを解析した例はない。本研究
の前半では，好塩・耐塩性H皿生成菌の海産魚や加工品の分布を明らかにするとともに，好
塩・耐塩性㎞生成菌の糠漬けのモデルや製造過程での不揮発性アミン蓄積実態を解析し，
同菌が糠漬け製品での不揮発性アミンの蓄積に関与しているかどうかを明らかにすること
を目的とした。
　いわし糠漬けは伝統的水産発酵食品でありHm蓄積の可能性はあるが，味覚的にも優れた
嗜好性の高い製品として製造されている。そこで後半では，製造過程で添加される塩汁の
役割を検討した。塩汁の役割には，魚肉の脱水，好気的細菌による腐敗防止，魚肉への呈
味成分の溶解と魚肉への浸透（山瀬ら，1973）が報告されている。しかし塩汁には，魚体や
微生物由来の各種プロテアーゼが含まれていると予測されたので，塩汁をプロテアーゼの
給源として考えた。なおこれまでに，熟成中に塩汁の作用により，魚肉中に生成された物
質に着目した報告はない。そこで本研究は，塩汁のプロテアーゼ給源としての役割を明ら
かにした。なお温醸法で製造した糠漬けの成分解析より，高い温度は魚肉分解を明らかに
促進し，熟成に関与する因子としてプロテアーゼの重要性が示唆された。そこで魚肉タン
パク質分解要因としての塩汁プロテアーゼの特徴を解析するため，熟成モデルでの塩汁の
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魚肉分解性を検討した。なおこれまでの報告は，いずれも糠漬け熟成中の各種成分の変
化を調査したにすぎず，結果的に見られるタンパク質の分解に影響する因子として塩汁プ
ロテアーゼを解析した例はない。なお塩汁は，筋肉と内臓由来のプロテアーゼの混合物で
あり，熟成に関与するのは高濃度のNaC1でも活性が阻害されないプロテアーゼを含むと考
えた。しかし糠漬け熟成に関与する可能性のあるプロテアーゼには，筋肉カテプシン類
（Orejana　eむa1．，1981），イワシ筋肉プロテアーゼ（Ishida就a1．，1995，Lugo－Sanchez
θむa1．，1996），イワシ内臓プロテアーゼ（吉中ら，1983，Muraka皿iθむa1．，1981），ア
ミノペプチダーゼ（Voθt　a1．，1983）があげられるが，実際それらのプロテアーゼが糠漬
け熟成に関与するかどうかにっいては不明である。そこで本研究では、塩汁の役割を理解
する目的で，それらの製造工程中における化学成分組成の変化を比較検討した。さらに糠
漬け熟成に関与する塩汁中プロテアーゼの種類を明らかにした。塩汁プロテアーゼによる
魚肉分解物が，魚肉中の抗酸化性やアンジオテンシン1変換酵素（ACE）の阻害活性を上昇さ
せるかどうかを検討し，塩汁の役割と食品機能性向上との関連を明らかにすることを目的
とした。
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第2章いわし糠漬け製品の不揮発性アミン含量といわし糠漬けモデルにおける不揮発性
アミンの生成
緒論
　食品に含まれる不揮発性アミンは腐敗過程で生成するので，鮮度指標として用いられた
り，アレルギー様食中毒の原因物質として知られている。しかし不揮発性アミンは，腐敗
した食品だけでなく，一般の食品に含まれていることが報告されている（Smith，1980）。
　さらに不揮発性アミンの中には，㎞の作用を増強するものがあることが知られている
（赤松ら，1964，Bjeldanesθむa1．，1978）。こうした食品に含まれる不揮発性アミンは，
原料である動植物体から由来する場合と，食品の製造工程で生成される場合がある。なか
でも発酵食品である味噌（高木ら，1975，高木ら，1976，井部ら，1991），醤油（井部ら，
1991；Yma皿otoθ孟a1．，1980〉には，不揮発性アミンが含まれている。さらに水産発酵食
品中に，たぴたび高濃度の㎞が含まれていることが報告されている（Strattonθむa1．，
1991〉。したがって水産発酵食品のうち，長期間熟成を要する製品については，熟成過程
で不揮発性アミンが生成し製品に蓄積する可能性が考えられた。そこで本章では，糠漬け
製品の不揮発性アミン含量と糠漬けモデルにおける不揮発性アミンの生成を解析した。初
めに市販糠漬けの不揮発性アミン含量の実態を明らかにした。つぎに糠漬けのH皿蓄積の原
因を検討するため，糠漬けのモデルとして，貯蔵中における塩蔵マイワシの不揮発性アミ
ンの消長を検討した。さらに，塩蔵時の細菌フローラの解析するため，マアジ肉を30。Cで
塩蔵保存し一般細菌フローラを調査した。
第1節　市販いわし糠漬け製品の不揮発性アミン含量
　いわし糠漬けは，6ヶ月～1年間糠の中に漬け込んで製造される発酵食品であり，その熟
成には高温多湿の夏を経ることが必要であるという。この糠漬工程で、風味と保存性が付
与される。この熟成中には，アルコール発酵、乳酸発酵、コハク酸発酵、クエン酸発酵な
どが閏与し、乳酸菌，酵母，カビなどにより米糠の澱粉やタンパク質、魚肉のタンパク質
やエキス成分が発酵作用を受け、有機酸やアミノ酸が生成され独自の風味が形成されると
いう（山瀬ら，1973）。しかし糠漬けは室温で長期間熟成を行うので，熟成中に微生物によ
る不揮発性アミンの蓄積が予想された。また過去には糠漬け中のHmによる49名の集団食中
毒の発生例もある（厚生省環境衛生局食品衛生課，1963）。なおいわし糠漬けの不揮発性ア
ミンの研究には，市販製品中のHm量を分析した例（和田ら，1982）や，製潭実験における
｝㎞消長の例（和田ら，1986）があるにすぎない。本節では，市販糠漬け中の不揮発性アミ
ンの含量の実態を明らかにし，さらに水分，pH，NaC1，揮発性塩基窒素（VBN）も同時に測
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定した。
実験方法
　試料：神奈川，富山，石川，愛知，大阪の各府県内で1991年9月～10月にかけて購入し
たいわし糠漬け20検体を試料とた。
　水分＝105。Cでの常温加熱乾燥法により求めた（日本食品工業学会食品分析法編集委員会
a，　1982）　。
　NaCl量：モール法により求めた（日本食品工業学会食品分析法編集委員会b，1982）。
　p止試料に5倍量の蒸留水を加え十分にホモジナイズした後，pHメーターで測定した。
　VBN＝Conwayの微量拡散法（厚生省環境衛生局，エ973）により求めた。
　不揮発性アミンの定量＝衛生試験法の方法（日本薬学会，1990）に準じて測定した。
結果ならびに考察
Table24．Moisture，pH，NaCI　and　VBN　inthe　fermented　sardine
　　　　　　with　rice－bran　obtained　from　retail　shops
SamPle　No．Moisture（％）pH NaC1（％）　VBN（mg／100g）
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
43．9
44、0
39．3
43、1
43．1
・40．4
31．4
391．2
45．9
45．2
39．4
43．2
45．5
49．1
46．1
46．1
47．0
49．0
4・9．0
47．3
5．27
5．45
5．07
5．15
5．28
5．17
5、38
5．30
5．35
5．58
5．25
5．16
5．23
5。27
5．27
5．35
5．28
5．4タ
5．13
5．20
13、6
9．2
13．1
11．5
11．6
9．5
12．0
7．2
12．7
7．6
q．4
15、2
12．4
14．1
13．2
13．6
14．3
15．3
14．3
14．6
37．2
36．4
48．0
90．3
35．0
68．4
21．6
12．7
38．7
52．8
57．3
55．0
104．8
63．9
84・．0
54．3
52．8
47．6
93．7
92．9
Mean±S．D．京43．9±4．3 5．28±0．1312．2±2．4 57．4±25．1
9
~~~~e~r6D;d~~~, pH. NaCI~:;~V~VBNa)~W~~~~;~~~. Table 2-1 ec~Vt*･-. 7k~~I~ 31.4-
49.1 % ~~, ;tL~~~cD7~~lr,*~'~>~ifii~ 47.8-48.2 %(Vi~~:b, 1973), 43.9-45.4 
%(~i~ ~, 1991)J: ~ ~)~b~b･-~'t~:~¥~~~1:h~~h*. t*-. ~!,i4~a))dlci~t~~~~~~ej~,e;~~･-~'~, ~a) 
~~a)~~h~rf,a)~~4te~e~~jU~t~:~¥(Vi~~b, 1973): ~h>b, ;(D;~ci~-r~~~~a)i~t~~~~~e~~W 
~l~)j~~¥~b;ll~~~:a)i~V¥t~:2iecJ~~~)a)~a~~~. pH e~ 5.07-5.58 ~~ ~ . T~~!~""~6D 
~1~~~!J 5.40-5.43(UJ~!!~, 1973), 5.4-5.5(~1~~, 1991)~a~~~ ~i~t~~~:8~~~, ~;r,"~'ec 
J(~pH(Dj~~le~'-i't~:~'~:~;~t-*. NaCl-~~:t~ 7.2-15.3 % I~, ~~~~!J(D 12.80-
12.87(LU~~~, 1973), 8.1-17.0 %(fDDlb, 1982), 9-13 %(fUFB ･ ,J,~~, 1986), 
12.2-14.1 %(~l~ b, 1991)2:e~e~-~(Vt･･*. ~l~e:f~!;~~~e:J~ ~~t,i4~6DNaCI~:'~ut_-'~¥ec 
~hUV, ~~~~,e C~e~~:/~~:~~4tVt~~~¥(Vi~~ib 1973)6D~ NaCl-~~~=6Di~~l~);~(i~F~:~l 
Table 2-2_ Non-volatile ainine contents af the commercial 
fermented sardine with rice-brarL 
No . Non-volatile antine contents (mg/100g) Put (%) Cad (%) Hm (%) Tym (%) Spd (%) 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
1.30 (24.3) 
1.23 (28.9) 
0.88 (10.6) 
2.52 (2.3) 
0.04 (0.1) 
N.D. (-) 
N.D. (-) 
N.D. (-) 
1.95 (16.4) 
10.44 (22.2) 
1.09 (25.8) 
1.24 (7.3) 
27.07 (15.8) 
20.22 (17.4) 
14.82 (13.0) 
5.38 (3.2) 
0.94 (3.6) 
0.99 (1.7) 
11.01 (9.0) 
47.40 (17.3) ' 
0.68 (12.7) 
0.34 (8.0) 
0.13 (1.6) 
0.64 (0.6) 
0.57 (1.1) 
0.23 (1.0) 
0.22 (15.1) 
0.30 (73.2) 
1.20 (10.1) 
91 (6.2) 
0.45 (10.6) 
0.13 (0.7) 
0 71 (0.4) 
0 82 (0.7) 
1 92 (1.7) 
0.56 (0.3) 
0.02 (0.1) 
0.88 (1.5) 
2.15 (1.7) 
0.74 (0.3) 
3 30 (61.7) 
2.68 (63.1) 
4.07 (48.8) 
58.70 (54.4) 
44.16 (88.0) 
4.91 (19.7) 
1 21 (82.9) 
N.D. (-) 
4 25 (35.8) 
28.92 (61 .4) 
N.D. (-) 
8.90 (52.3) 
9 .60 (55.2) 
44.60 (38.5) 
59.95 (52.5) 
124.12 (73.2) 
24.01 (91.1) 
54.18 (93.0) 
32.80 (26.8) 
141.31 (51.4) 
N_D. (-) 
N.D. (-) 
2 8 (27.3) 
45 86 (42.5) 
5.38 (10.7) 
19.79 (79.3) 
N.D. (-) 
N.D. (-) 
4 04 (34.1) 
4.07 (8.6) 
1 .64 (38.8) 
6 27 (36.8) 
48 63 (28.4) 
50  17 (43.2) 
37 29 (32.7) 
38.98 (23.0) 
27 (4.8) 
1 95 (3.3) 
7 58 (62.5) 
82.49 (30.0) 
0.07 (1.3) 
N.D. (-) 
0.98 (1 1.7) 
0 09 (0.1) 
0.07 (0.1) 
N D. (-) 
0.03 (2.0) 
0_11 (26.8) 
0.42 (3.6) 
0.76 (1.6) 
1 .05 (24.8) 
0.49 (2.9) 
0 5 (0.2) 
0 7 (0.2) 
0 12 (0.1) 
0 57 (0.3) 
0.10 (0.4) 
0.27 (0.5) 
N D. (-) 
2 84 (1.0) 
Meanl+ 7.43+12 10 O 78+0 75 36 83+42 16 21.33d: 0.43 dl 0.65 
* 
 standard deviation. N.D.: not detected. Put: putrescine_ Cad: 
cadaverine. Hm: histamine. Tym: tyrarnine. Spd: spermidine. 
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様に塩漬けの期間の違いや用塩量の違いなどによるものであろう。VBNは12．7～104．8
㎎／100gであり，報告例の75．00～75．85㎎％（山瀬ら，1973），104～145㎎／100g（和
田ら，1982），60．7～74．0㎎／100g（張ら，1991）より，本研究の方が低い試料が多かっ
た。熟成中の冊Nの変化に関しては，熟成6か月間に56．37～75．35㎎％に増加した例（山瀬
ら，1973）や，熟成5か月目以降急激に増加した例（和田ら，1986〉がある。測定した糠漬け
の冊Nは，腐敗魚肉の冊N値といわれる40㎎／100g（天野ら，1984）と比較すると高い試料
が多かったが，いずれの試料からも不快臭を感じず，独特の香気を発しているものが多
かった。なおこの香気は，熟成中に生成するカルボニル，酸性成分，アルコール，エステ
ル類が関与する（笠原ら，1981）ので，冊N値の高かったが不快臭が感じられなかったの
は，こうした香気成分のマスキング効果が一つの原因と考えた。従って一般に糠漬けの
VBNは熟成に伴い増加するが，これは腐敗を意味するものではないと思われた。
　糠漬けの不揮発性アミン含量の測定結果をTable2－2に示した。Putは検出限界以下
（N．D．）～4．74㎎／100gであり，3検体からは検出されなかった。Cad含量はO．02～
2．91㎎／100gであり，測定した5種の不揮発性アミン総量に対する含量割合は1％前後の試
料が多かった。また㎞含量はN．D．～141．31㎎／100gであり，その不揮発性アミンに対する
割合も最も高く50～80％を占める試料が多かったが，検出されない試料も2試料あった。
内臓を含む糠漬け製品の㎞含量が144㎎／100gであったとの報告（和田ら，1982）はあるが、
本節での試料の㎞含量はアレルギー様食中毒を起こすといわれる100㎎／100g（wet　basis）
（Amold　eむa1．，1978）を越えた割合は全体の10％であった。なお㎞含量が少ない試料
でも，いったん糠漬け中に1血が蓄積された後㎞分解菌（佐藤ら，1996）の作用により，㎞が
分解されるため含量が少なかった可能性も考えられる。したがって糠漬けの㎞含量は，た
だちに食品衛生上の問題とはならないものの，熟成中の蓄積に対する注意が必要と思われ
る。T㎜はII皿についで含量が高いアミンであり，その値はN．D．～82．49㎎／100gであった。
Tymが検出されなかった4検体を除いた試料においては，不揮発性アミン総量に対するTym
の含有割合は30％程度であった。Spdは測定したアミン中では最も含量が低く，N。D．～
2．84㎎／100gであった。また3検体からは検出されず，不揮発性アミンの総量に対する含
有割合が1％以下と少ない試料が多かった。貯蔵中におけるいわし肉の不揮発性アミンに
関しては，新鮮物からPut，cad，Tymが検出されず，㎞が8．5㎎／100g含まれ，貯蔵により
Putは50c，8日後5．3㎎／100g，20。c，2日後に6．o㎎／100gとなり，Ty皿は5。c，10日後に
7．5㎎／100g，200C，3日後に11．3㎎／100g，㎞は5。C，6日後に112．0㎎／100g，20。C，1
日後に104．0㎎／100gに増加したという（Y皿anaka　eむa1．，1986）。本研究での糠漬け中の
Put，Ilm，Tymの含量から判断して，生いわしを5。Cで4～8日程度，20。Cで1日2日程度放置
した魚肉とほぼ同程度の不揮発性アミンを含む試料があることが判明した。また塩乾魚中
Ty皿は，0～47．0㎎／100g含まれているという報告（Se皿，1969），丸干しいわしのPut含量が
0．88㎎／100g，Cad　O．94㎎／100g，㎞1．25㎎／100g，であったという報告（外海ら，
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1984），塩蔵魚のPut含量がo．70～3．47㎎／100g，cado．47～3．41㎎／100g，恥1．23～
1．67㎎／100g，T㎜0．36～3．49㎎／100g，Spd　O．50～0．56㎎／100gという分析例
（Lebiedzinska　eむa1．，1991）がある。以上の塩蔵魚の分析例からみても，糠漬けの不揮
発性アミン含量は高い傾向にあると考えられた。
　ところで魚介類の品質評価としての鮮度判定の指標の一っにVBNの測定があるといわ
れるが，単に可食性の限界を判定するに過ぎないという報告（内山ら，1970）もある。なお
熟成に伴うVBNの増加は腐敗を意味するものではないが，VBN含量と不揮発性アミン含
量の関連については，冊Nが80㎎／1009以上の試料では，P皿tを10．0㎎／1009以上，㎞を
50．0㎎／1009以上，Ty皿を40．0㎎／1009以上含むものが多く，、BNが40㎎／1009以下の試料で
はアミン含量が低いものが多かった。
　　　　　　　　　　　　　　　　要約
　市販いわし糠漬け20試料について，不揮発性アミン含量の実態を明らかにし，さらに水
分，pH，NaC1，VBNにっいても測定した。水分，pH，NaC1，VBNの平均値及び標準偏差値
は，それぞれ43．9±4．3％，5．28±0．13，12．2±2．4％，57．4±25．1㎎／100gであった。糠
漬け中の不揮発性アミン量の平均値及び標準偏差値は，プトレシン（Put）7．43±12．10㎎
／100g，カダベリン（Cad）0．78±0．75㎎／100g，ヒスタミン（㎞）36．83±42．16㎎／100g，チラ
ミ（丁脚）21．33±27．11㎎／100g，スペルミジン（Spd）0．43±0．65㎎／100gであり，㎞とTymの
含量の高い試料が多かった。冊Nが80㎎／100g以上の試料では，Putを10．0㎎／100g以上，㎞
を50．O㎎／100g以上，丁珊を40．0㎎／100g以上含むものが多く，冊Nが40㎎／100g以下の試料
では，不揮発性アミン含量の低いものが多かった。
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第2節　マイワシ塩蔵中における不揮発性アミン生成
　魚類由来のある種の細菌は，ヒスチジンを脱炭酸しアレルギー様食中毒の原因物質㎞を
生成することが知られる。（Kamas　and　Miets，1978，Amold砿a1．，1980，Yoshinaga
and　Frank，1982）最近恥以外の不揮発性アミンとアレルギー様食中毒との関連を疑問視
した報告（CIifford　eむa1．，1991）もあるが，これまではPutやCadは㎞の作用を増強する
と言われてきた（Arunlakshana就a1．，1954，Mongar，1957，Bjeldanes尻
a1．，1978）。
　さらにポリアミン類は，魚介類の鮮度指標として用いることも可能であると報告されて
いる（Ya皿anaka　eむa1．，1989，山中・松本，1989）。　ところでいわし糠漬け中には㎞含
量が高い製品があるが（和田ら，1982），こうした㎞の蓄積が熟成過程での細菌の作用で
あるかは明らかではない。そこで本節では，糠漬けの血蓄積の原因を調査するため，まず
貯蔵中における塩蔵マイワシの不揮発性アミンの消長を検討した。
実験方法
　試料＝市販のマイワシを1試料当たり15～20尾を購入し，直ちに皮つきの全筋肉（血合
肉と普通肉）を採取した。
　塩漬け＝方法1　上記肉をコンポジットとした後，NaC1を魚肉に対し2％および12％と
なるように振り塩で塩蔵した。これを滅菌した広口共栓ぴんに入れ，300Cで2％添加区は2
日間，12％添加区は10日間貯蔵した。
　方法2　上記肉を15％食塩水中で，30。Cにおいて14日間立て塩で塩蔵した。
不揮発性アミン含量　魚肉試料10gにっいて，衛生試験法の方法（日本薬学会，1990）に準
じてHPLCにより，P皿t，Cad，i㎞，Tym及ぴSpdの含量を測定した。
結果及ぴ考察
　貯蔵中における不揮発性アミンの消長をTable2－3に示した。貯蔵前には，PutやSpdが検
出された試料も認められたが，1血，Cad，丁即はいずれの試料からも検出されなかった。な
お，魚肉や畜肉中に新鮮時からSpd，スペルミン（Spn），Put等が微量に含まれていること
が報告されている（Naka皿uraθむa1，，1979，山中ら，1989）ので，実験開始時にSpdやPut
が検出されたものと考えられた。　貯蔵後のNaC12％添加区の試料は，Cad及び血が急増
し，PutやTymも増加した試料が多かった。本研究でもこれまでの報告（Nagaya皿a・就a1．，
1985，0kuz㎜i　eむa1．，1990，Yamanakaθむa1．，、1986）と同様に㎞，Cad，Ty皿の増加傾
向を認めた。
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Table2－3。Changes血no11－volatileamin．econ』tentsinthemeat
　　　　　　of　safdhle　with　addition　of　NaC1
Non－vo1磁1eam血econten庸（mg／1009）
SamPle　Smrage
No．　time
　　　　（days）
NaC12％＊ NaC112％＊
Put　　Cad　　Hm　　Tyエn　Spd　Put　Cad　　Hm　　Tym　Spd
1
2
3
4
5
0
2
10
0
2
10
0
2
10
0
2
10
0
2
10
O．1　N、D．
3．2　31．0
N．D． N．D．
N．D．N．D．
163．　　　1．9　4
　　　　　　N．D．
　　　　　　246、8．8　　37．7　　　　　　　19．5
　　　　　　　3
N．D．
28．3
N．D．
14．7
N．D、
67．7
N．D．
173．7
N．D、
153．8
N．D．
206．タ
N．D．
61．5
N．D．
63．8
N．D．
87．9
N．D．
N．D．
27．3
N．D．
17．9
N．D．
65．9
0．2　　0．1　N．D．N．D．N．D．　0．2
0．3　　　一　　　一　　　 一　　　 一　　　一
一　　〇．8
0．7　N、D．
13．5
N．D．
25．1
N．D．
3．3　N．D．
N、D．O、7
0．5　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一
N．D．
0．3
N．D、
0．2
0．3
0．1
26．6
N．D、
0．7
N、D．
0．2
N．D．
0．1
N．D．
O．3
N．D．
N．D．
N．D．
0．8
N．D．
N．D．
N．D．
N．D、
N．D．
N．D．N．D．
N．D．N．D．
0．3　0、1
N．D．N．D．
N．D．
N．D．
0．、1
0．3
一　　　一　　　一　　　〇．6　　0、1　　0．4　　N．D．N．D．
＊：composite　sam．ples　of　sard血e　muscle　wiしh　addition　of20r12％NaC1．
N．D．＝not　detected．Put二putfescine．Cad＝cadave直ne，Hm：histam血e．
Tym＝しyram．ine．Spd＝spermidine。
Table2－4．C血angesinnon－voladleaminecontentsinfresha且d
cured　meat　of　sardine
Sample
No．
Non－volatileaml㎞econ』ten』爲（mg／1009）
Put Cad H：皿 Tソm Spd
Fresk
1
2
3
4
0．1
N．D．
N．D．
0．5
N．D．
N．D．
N．D．
N、D．
N．D．
N．D．
N．D．
N．D．
N．D．
N．D．
N．D．
N．D．
N．D．
N．D．
N．D、
N．D．
Cu重℃d木
1
2
3
4
0．5
0．2
0．1
0．5
0．1
N、D．
N．D．
N．D．
0．2
1．4
0．3
0．3
1．8
N．D．
N．D．
N．D．
N．D、
N．D．
N、D．
N．D．
氷：cured血15騒5NaCI　b【血e　at30。C　for14days．
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　なお塩蔵後のNaC112％添加区の試料は，NaC12％添加区と比較して㎞の生成量は少な
かった。12％添加区の試料No．1は，舳の生成量は25．1㎎／100gと比較的高く，他にもPut，
Cad，T5mが検出された。また伽が検出された他の2試料（試料No．2，5）でも同時にPutや
Cadの生成が認められた。このように12％NaC1添加区貯蔵後に恥の生成を認めたものと1血
が検出されない試料があっだ理由は，1血蓄積φ認められない試料ではくさや汁に
存在するような血分解菌が生成された㎞を分解しただめ（佐藤ら，1995a，佐藤ら，1995b）
と考えられた。このようにNaC112％添加したマイワシ肉の貯蔵中に㎞，Put，Cad，丁瓢
の生成が認めらた。っぎにTable2－4で示したように，立塩法による塩蔵中の魚肉の不揮
発性アミン含量は，塩蔵後にPut，Hm，Tym含量の増加した試料が多かった。
要約
　いわし糠漬けの㎞蓄積の原因を検討するため，糠漬けのモデルとして，貯蔵中における
塩蔵マイワシの不揮発性アミンの消長を検討した。市販のマイワシを，コンポジットとし
た後，NaC1を魚肉に対し2％およぴ12％となるように振り塩で塩蔵し，30。Cで2％添加区は
2日間，12％添加区は10日問貯蔵した。また前述のコンポジットを15％NaCl水中で，30。C
で14日間立て塩で塩蔵した。両者の塩蔵後の不揮発性アミン含量を，HPLCにより測定し
た。その結果，貯蔵前には，PutやSpdが検出された試料も認めたが，1㎞，Cad，Tymはいず
れの試料からも検出されなかった。NaC12％添加区の貯蔵後の試料では，Cad及びHmが急
増し，PutやTymも増加した試料が多かった。NaC112％添加区の塩蔵後試料では，NaC12
％添加区と比較して㎞の生成量は少なかっが，貯蔵中に1㎞，Put，Cad，覧皿の生成を認め
た。立塩法による塩蔵中の魚肉の不揮発性アミン含量は，塩蔵後にPut，m㌧丁孤含量の増
加した試料が多かった。
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第3節　食塩添加マイワシの貯蔵中の細菌フローラの変化
　魚肉貯蔵中における細菌フローラの変化に関する研究は、氷蔵タラを用いて行った実験
（Shewan　eむa1．，1960）を始め数多く報告されており，P3θπdo盟o丑as，肋rfo等が高い腐敗
活性を示すとされている（堀江ら，1972，奥積ら，1972，奥積ら，1973，清水，1969）。
　こうした貯蔵実験は鮮魚にっいて行われているため，食塩濃度の高い鮮魚加工品での腐
敗細菌のフローラについての研究は少ない。Kobayashiθむa1．（1995）は，フグ卵巣糠漬け
の細菌フローラを解析し，乳酸菌，βaef11ロ5，60r圃eわaoむθrf㎜，Sね面yloooeeE3が主要
な細菌フローラであったと報告している例があるにすぎない。そこで本章では，NaC1含量
の高い加工品の細菌フローラの解析モデルとして，NaC1を添加したマアジ肉を30。Cで保存
し，その一般細菌フローラを解析した。
実験方法
　塩蔵処理＝頭部と内臓を除去したマイワシを1試料当たり5匹準備し，15％W／V　NaC1溶液
を入れた蓋付きプラスチック容器中で30。C，14日間塩蔵処理を行った。
　NaC1量：第2章と同様に測定した。
　全菌数の測定：試料10gを滅菌した50％人工海水（A．S．W．，Okuz㎜i就a1．，1981）90m1
と共に10，000rp皿．，2分間ホモジネートしたものを50％A．S．W．で10倍段階希釈した。各段
階の希釈液0．1m1を生成菌測定用の50％A．S．W．寒天培地（Okuzu皿iθむa1．，1981）に塗抹
後，20。Cで6日間培養し生成したコロニー数をカウントし生菌数を算出した。
　一般細菌のフローラ解析：塩蔵後の魚肉20～30gよりokuz皿阻iθむa1．（1981）の手順で細
菌を分離し，Okuz皿皿i就a1．（1981）の記載に従って細菌フローラを解析した。性状試験法
は第3章に準じたが，培養温度は全て20。Cで行い，糖の利用はヒューレイフソン培地で測
定した。なお，分離菌のうちPsθπdo盟oηa5属に該当した菌株にっいては，マラカイトグリ
ーン，メチレンブルー及びペニシリンに対する抵抗性にっいても調査した。
結果及び考察
　マイワシ4試料の新鮮時の全菌数ならぴに塩蔵後のNaC1含量，全菌数変化について検討
した結果をTable2－5に示した。新鮮時の全菌数は，8．4×103cfu／g～2．8×104cfu／gであ
り，塩蔵後のNaC1含量は7．7～8．9％，全菌数は4．1×107cfu／g～4．5×108cfu／gであっ
た。っぎに塩蔵中における一般細菌のフローラの変化にっいて検討した結果をTable2－6に
示した。新鮮2試料から38株（試料1より19株，試料2より19株）を分離し性状を調べた。
分離株は大きく10群に分類され，それらはさらに2つのサブグループに分類された菌群も
あった。10群（A－J）のうちA～Fはグラム染色陰性の桿菌であり，うちA～Dは運動性菌で
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Table 2-5_ Changes in NaC1 , total viable counts af the fresh and 
cured meat of sardine 
S am ple 
No. 
NaC1 
(%) 
Total viable 
counts (efu/g) 
-Fresh 
1 
2 
3 
4 
8.4X 103 
1 .4X 104 
2.2X 104 
2.8X 104 
Cured* 
1 
2 
3 
4 
8.7 
7.7 
8.2 
8.9 
4. I X 107 
7. I X 107 
4.5X 108 
4.6X 107 
' : cured in 15% NaC1 brine ar 30'C for 14 days. 
TableZ-6_ Crouping of bacteria isolated from the fresh and aJred meat of sardine 
Sha pe 
Gra Jn 
stain 
S pore 
M otility 
Oxidase 
Catalase 
OF test* 
Pigment 
Gas from 
glucose 
H~S 
produ*-tion 
Luminescens 
O% NaC1 
Sensitivity to 
M aiachite 
green 
Methylene 
blue 
Penicillin 
Grou 
Fresh N0.1 
Fresh No .2 
Cured No . 1 
Cured No .2 
R R R R R R R R R R R C c c c c c ++ ++ 
+ ~ + + + - + -~ -+ + + + + ++ + + + + F -- 
+w +w 
- 
+ + + + 
- 
- A B1 B2 C1 C2 D1 D2 E1 E2 F1 F2 G H1 H~ I J1 J2 
No. of isolates 
1 1 O O O 3 1 2 3 2 2 1 1 O 3 O 3 O I O 1 2 4 O I O O O 8 O O 5 2 1 2 O O O O 1 1 1 O 1 4 g O O O O O O 
1 1 O O 1 1 O 2 1 O I O 1 3 O O 
- 
 negative- O: oxidative. F: fermentative. 
R : rod. C : coccus. + : positive. 
W: weak- OF test*: Hugh & Leifson's medium. 
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あり，B，C，E，Fは糖非発酵性菌であった。G～Jは球菌であり，G～1はグラム染色陽性
菌であった。これらの細菌群をOkuzu皿i就a1．（1981）の分類図式により属レベルで分類す
ると，A群はP3θ麗do盟oηas　I／II，B群はPseロdo盟o丑as　m／IV－H，C群はPseロdo盟oms　III／IV－
NH，D群は”加10舶ero盟oηas，E群は吻raxellar4ef丑就obacむer，F群はFlayoわae加r1㎜，G
群はCo取丑θ加c加r1㎜辺r肋roわac加r，H群は岨eroeoccHs，1群は翫ap毎10coeca5に該当
し，」群は分類不能菌であった。そこで試料毎に細菌フローラをまとめてTable2－7に示し
た新鮮時の一般細菌フローラは，P8eEdo卿丑as　III／IV－NH，Psθぴdo皿o澱εIII／IV－H，
”加10r4θr㎝o丑a3，吻raxθ11ar4c加eむoわae加r，Flayoわa砿θrf㎜が優勢で，他に
PεθηdO盟0πa51／II，00恥θわ乱0加rj㎜r4r訪rOわa砿er，κferOCOeeH5，5頓P血y10eOCeH3およ
ぴ非同定菌が検出された。塩蔵後の細菌フローラは，”加」Or4ero皿oηas及びPse四do盟onas
III／IV－Hが優勢となり，他にP3θ面㎝o澱51／II，P3θ〃40盟o∬a5m／IV－NH，駈erococeE3，
麗aρ艀1000000Eε，非同定菌群が検出された。
　ところで新鮮マイワシのミクロフローラはP3θ〃‘加o〃a5m／IV，肋rjo一加ro盟o∬a3，
吻mxθ11ar40fπθむoみaoむθrが優勢であり，（堀江ら，1972，藤井，1988，Fujii就a1．，
1990）本節と同様であった。Fujii就a1．（1977）は塩蔵魚のミクロフローラは貯蔵前は
四加fo沼θro盟0臓5が優勢だが，貯蔵初期には消失すると報告しているが，本節では
肋rfOr4θro盟0臓5が塩蔵後も優勢であった。海産魚の腐敗は主にP3θロの盟0澱5によるもの
といわれ（Shewa皿eむa1．，1960），本節の結果から”加fo紹θro盟o澱5及びP8θπdo盟o盟a5は重
要な塩蔵処理過程で作用する腐敗細菌と考えた。したがってマイワシ塩蔵後に7f加fo一
加ro盟o臓s及びP8eHdo盟onas　III／IV－Hといった一般細菌が優勢となるが，Sむap虹100000E3
及ぴ岨crocoeeロsも，一般細菌の中では優勢とはならないものの増加していた。
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Table2－7、Bacterial　flora　ofthe　fresh　and　cured　meat　of　sardine
Fresh　meat Cured　meat
Microbiol　groupSam le
　No． 1 2 1 2
P5θロdo凱o皿薦1／II
P5θudl創五〇皿a5111／IV－NH
P5e面omσ匝諮皿／IV－H
～翌わ五〇一蓋em塑o∬欝
ハfσ榴e埋a一蓋c加θ‘obaαer
F’avobaα1e∬6口m
C駆アne｛旭㏄ε盟b撮一
　　　　　蓋舶robac玄er
ハ五αじooα”5
5即鯉σcoα贈
Unidenttfied
（％）
5
0
5
21
26
21
5
11
5
0
（％）
0
16
16
5
16
21
5
5
5
11
（％）
0
0
40
35
15
0
0
5
0
5
（％）
5
5
10
60
0
0
0
5
15
0
要約
　食塩濃度の高い鮮魚加工品での腐敗細菌のフローラを明らかとするため，マアジ肉を30
。Cで保存しその一般細菌フローラを調査した。新鮮時の全菌数は，8．4×103cfu／g～2．8×
104cf皿／gであり，塩蔵後のNaC1含量は7．7～8．9％，全菌数は4．1×107cfu／g～4．5×
108cfu／gであった。っぎに塩蔵中における一般細菌のフローラの変化について検討した。
新鮮2試料から38株を分離した結果，それらは10群に分類されさらに2っのサブグループに
分類された菌群もあった。10群（A－J）はそれぞれ，A群はP3eEdo盟o肥51／II，B群は
P3e甜o盟oηas　III／IV－H，C群はP3eEdo盟oηas　IlI／IV－NH，D群はy1加10岨ero盟o丑as，E群は
」吻r獄θ11a一加1丑θ加舳eむθr，F群はFla▽oわaeむerf㎜，G群はOo珊θ加eむer1㎜一
4r肋ro肱e加r，H群は岨erococeロs，1群は翫ap好10cocc聡に該当し，J群は分類不能菌で
あった。新鮮時の一・般細菌フローラは，P3θπdo盟oms　III／IV－NH，P5eHdo盟oηas　lIl／IV－
H，”加10r4ero盟o肥5，加raxθ11ar4ef丑θ加わao加r，Flayo肱o加rf㎜が優勢で，他に
PSe認0盟Oms　l／II，60㎜θわaO加r1H皿辺r訪rOわaC加r，盟OrOOOOOES，5むa助y10eOOe聡およ
び非同定菌が検出された。塩蔵後の細菌フローラは，匝加fo－4θro盟oms及びP3eEdo盟oms
III／IV－Hが優勢となり，他にP3θ四do盟oηas　l／II，P5θ麗do盟o丑as　llI／IV－NH，附orocoeeH5，
Sね画yloeoeoOES，非同定菌群が検出された。
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第2章要約
　市販いわし糠漬け20試料について，不揮発性アミン含量の実態を明らかにし，さらに水
分，pH，NaC1，、BNについても測定した。水分，pH，NaC1，VBNの平均値及ぴ標準偏差値
は，それぞれ43．9±4．3％，5．28±0．13，12．2±2．4％，57．4±25．1㎎／100gであった。糠
漬け中のアミン量の平均値及ぴ標準偏差値は，Put；7．43±12．10㎎／100g，Cad；0．78±
0．75㎎／g，㎞136．83±42．16㎎／100g，恥；21．33±27．11㎎／100g，SpdlO．43±
0．65㎎／100gであり，㎞と丁珊の含量の高い試料が多かった。VBNが80㎎／100g以上の試料で
は，Putを10．o㎎／100g以上，㎞を50．o㎎／100g以上，Ty皿を40．o㎎／100g以上含むものが多
く，冊Nが40㎎／100g以下の試料では，不揮発性アミン含量の低いものが多かった。
　いわし糠漬けの1㎞蓄積の原因を検討するため，糠漬けのモデルとして，貯蔵中における
塩蔵マイワシの不揮発性アミンの消長を検討した。市販のマイワシを，コンポジットとし
た後，食塩を魚肉に対し2％および12％となるように振り塩で塩蔵し，30。Cで2％添加区は
2日間，12％添加区は10日間貯蔵した。また前述のコンポジットを15％食塩水中で，30。C
で14日問立て塩で塩蔵した。両者の塩蔵後の不揮発性アミン含量を，H既Cにより測定し
た。その結果，貯蔵前には，PutやSpdが検出された試料も認めたが，1㎞，Cad，Ty皿はいず
れの試料からも検出されなかった。食塩2％添加区の貯蔵後の試料では，C甜及び㎞が急
増し，Putや恥も増加した試料が多かった。食塩12％添加区の塩蔵後試料では，食塩2％
添加区と比較してH皿の生成量は少なかっが，貯蔵中にlhl，Put，Cad，1沁の生成を認め
た。立塩法による塩蔵中の魚肉のアミン含量は，塩蔵後にPut，1㎞，Ty皿含量の増加した試
料が多かった。
　食塩濃度の高い鮮魚加工品での腐敗細菌のフローラを明らかとするため，マアジ肉を30
。Cで保存しその一般細菌フローラを調査した。新鮮時の全菌数は，8．4×103cfu／g～2．8×
104cfu／gであり，塩蔵後のNaC1含量は7．7～8．9％，全菌数は4．1×107cfu／g～4．5×
108cfu／gであった。っぎに塩蔵中における一般細菌のフローラの変化について検討した。
新鮮2試料から38株を分離した結果，それらは10群に分類されさらに2つのサブグループに
分類された菌群もあった。10群（A－J）はそれぞれ，A群はP3eEdo盟o皿as　I／lI，B群は
P3eロdo盟oηas　III／IV－H，C群はP3e四do血om5111／IV－NH，D群は四わrlor4ero盟oπas，E群は
肋raxellar401η砿oわaeむer，F群はFlayoわao加rf㎜，G群はOo㎜功ao加rf㎜一
乃r肋ro胎eむer，H群は駈ρrocOCCES，1群は説a助yloeooe認に該当し，J群は分類不能菌で
あった。新鮮時の一般細菌フローラは，P5θ四do盟oπas　IlI／IV一皿，Psθαdo盟o搬5111／IV－
H，7f加fo舶θro盟o盈aε，吻raxθ11ar40fηe切わa砿θr，Fla▽oわae加rf㎜が優勢で，他に
P5e画0盟0ηa31／ll，00㎜θわaC加rf㎜r4r肋rOわaO加r，MfCrOeOeeE5，翫a加y1000CO認およ
び非同定菌が検出された。塩蔵後の細菌フローラは，7茄rfo磁θro盟0丑a3及ぴP3θ面o盟0ηas
III／IV－Hが優勢となり，他にP5θEdo盟oηa31／ll，P3θ召do盟oms　m／IV－NH，旋eroeooc胎，
翫a助ylocoe6c四3，非同定菌群が検出された。
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第3章　好塩・耐塩性ヒスタミン生成菌の分布
緒論
　前章にていわし糠漬けのH皿の蓄積には好塩・耐塩性㎞生成菌の関与を予想した。そこで
本章では，好塩・耐塩性㎞生成菌が糠漬けのような高塩環境下で増殖し，不揮発性アミン
を蓄積するかどうか明らかとする目的で，好塩・耐塩性H皿生成菌の海産魚や加工品の分布
を検討した。初めに市販糠漬けより，好塩・耐塩性H皿生成菌の分離を試みた。分離好塩・
耐塩性㎞生成菌のNaC110％ならびに12％添加したヒスチジンブロス（HdB）での㎞生成量を
調査した。つぎに，好塩・耐塩性㎞生成菌の市販赤身魚加工品への分布を調査し，各種加
工品から好塩・耐塩性H皿生成菌を分離した。それらの分離株を同定し，分離菌のNaCl10
～15％含有HdBでの20。Cでの㎞生成量を検討した。さらに好塩・耐塩性H皿生成菌の海産魚
における分布を調査し，これらを同定した。さらに塩蔵時の細菌フローラと好塩・耐塩性
㎞生成菌フローラを比較する目的で，マイワシを塩蔵しその細菌フローラを解析した。
第1節　市販いわし糠漬けからの好塩・耐塩性ヒスタミン生成菌の分離
　糠漬けの㎞の蓄積には，これまで報告されている㎞生成菌より耐塩性の高いタイプの細
菌が関与しているのではないかと推察した。そこで好塩・耐塩性Hm生成菌が市販糠漬けに
存在するかどうかを明らかにする目的で，1㎞生成菌を分離し，それらの分類学的検討を
行った。
実験方法
　試料＝本実験に使用した糠漬けは，1990年4月～10月にかけて，東京都内の百貨店より
購入した15検体である。その中の3検体にっいては，購入日に水分量，pH，食塩量，恥量
を測定し，同時にHm生成菌分離のためにも使用した。また他の3検体については，購入日
に㎞のみをを測定し，同時にHm生成菌分離のためにも使用した。
　水分量ならぴに食塩量は，第2章第1節と同様に行った。
　1血量は，河端（1974）の方法に従って比色定量した。
　㎞生成試験＝奥積ら（1984）の示した50％人工海水ヒスチジンブロス（50％ASW－HdB）基
礎培地としそれにNaClを10％，12％，15％，20％の濃度になるように添加した4種類の培
地を使用した。市販糠漬けを滅菌メス，ピンセットを用いて表面の糠を除去し，1尾の
表皮をすべてはぎ取り4等分し上記の各培地に接種し，20。Cで2週培養した。培養液10μ1
をTLCプレート上にスポットし，ニンヒドリン反応させることにより，1㎞の生成の有無を
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判定した。なお本実験で使用した皿Cプレートは，Merck社製Kieselge1（Voigtθむa1，，
1974）No．572910×10c皿であり，展開溶媒はアセトン＝アンモニア水＝9：1（v／v）にて行
い，検出は0．5％ニンヒドリン／n一ブタノールをスプレーし加熱発色させ判定した。
　好塩・耐塩性㎞生成菌の分離＝1血生成試験で試験した4種類のNaC1のうち，NaC115％添
加HdB中でH皿生成が認められた試料から，II皿生成菌の分離を行った。各HdBからOkuz㎜li
碗a1．，（1981）の50％人工海水培地を基礎培地とし，これに上記分離時の濃度と同じNaCl
を15％添加した培地上に画線し，1試料当たり30株以上を分離し，これらの分離菌につい
てNaCIを15％添加したHdBに接種し，20。Cで2週間培養し，1血の生成を前記TLC法で確認し
た。
　発育食塩濃度試験：0，3，7，10，15，20，25％のNaCl添加ブイヨン（Nutrient
broth）における発育を観察した。ただし培養は37。cで20日間行った。
　発育温度試験＝0，5，10，20，30，37，42。Cにおける発育は，ASWを50％添加したNA
（Nutrient　ager）プレート上で20日間培養し，発育の程度を観察した。
　好塩・耐塩性㎞生成菌の分類学的，生化学的試験＝分離した好塩・耐塩性㎞生成菌の属
の推定は，Okuz㎜Ii砿a1．（1981）の簡易同定法により行った。特記しない限り分離した好
塩・耐塩性血生成菌の試験用培地は，ASWを50％添加して作成し，試験した温度は37。Cで
あった。細胞形成は，Nutrient　brothで24～48時間培養した菌体について光学顕微鏡（×
1000）および走査電子顕微鏡（×7500）で観察した。グラム染色試験は，NA斜面培地上で24
～48時間培養した菌体について，H皿ckerの改良法にて判定した。運動性および硫化水素産
生の観察は，SIM培地（日水製薬）により，37。Cと20。Cにて観察した。チトクロームオキシ
ダーゼは，NA上の24～48時間培養した菌体にっいて，チトクロームディスク（栄研）で判定
し，また力タラーゼは同様な培地に3％過酸化水素を1皿1添加して判定した。グルコースの
分解試験は，ヒューレインフソン培地（日水製薬）を用いた。色素産生は，マンニット酵母
エキス培地（坂崎ら，1988）と2％NaC1スキムミルク寒天培地（堀江ら，1972）を用い判定し
た。ペニシリンの感受性試験は，Corlett　eむa1。（1965）の示した培地を基礎培地として，
これにペニシリンGカリウム（和光純薬）を31U／皿1となるように添加した。さらにマッコン
キー寒天上での発育の有無は，市販の培地（日水製薬）で判定した。
　生成㎞の定量法’：前述のHdBにNaClを10％および12％の濃度となるように添加した培地
を使用し，培地に好塩・耐塩性Hm生成菌を接種し200C，30。Cおよび370Cにて7日間培養を
行った。培養液を3，000回転，10分間遠心分離を行い菌体を沈殿させ，その上清を0．45μ皿
のフィルターで濾過し，その1m1について河端（1974）の方法に従って定量した。
結果及び考察
市販いわし糠漬け3検体（試料1～3）の購入時における恥量，水分，pH，食塩量にっい
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て測定しTable3－1に示した。㎞量は，15．3～48．6㎎／100gの範囲であり，水分量は45％前
後，pHは5．44～5．57，NaC1は10．5～12．5％であった。試料4～6については，恥量のみを測
Table34．Histamineconten』tinthecommercialfermented
　　　　　sardhle　with　rice－bran
Sample
No．
Moisture
　（錫） PH
Salt
contenむ
（％）
　血
conむent
（mg／100g）
1
2
3
44．8
45．2
46．1
5．54
5．57
5．44
11．6
12．5
10．5
48．6
19．4
15．3
定し，それらの値は試料4が32．2，試料5が6．3，試料6が13．2㎎／100gであった。したがっ
て購入時に㎞量を測定した計6検体の恥量の範囲は，6．3～48．6㎎／100gであり平均値
22．5㎎／100gであった。和田ら（1982）は，市販糠漬けけ2試料を分析し，内臓を含む試料の
㎞量が，144㎎／100gで分析した水産加工中で最高値を示し，他のフィレー状試料でも，
36．6㎎／100gであったを報告している。本研究で分析した糠漬けのうち内臓を含む試料4
検体（試料1，3，4と5）の㎞量の平均は，25．6㎎／100gであり，内臓を処理してある試料
（試料2と6）の㎞量の平均は16．3㎎／100gであり，内臓を含む資料の㎞量が高い傾向を
Table3－2．　Hista血ne　producしion　in　his1ゴdine　bro山with　added　NaCl
　　　　　int血e　casw　ofmixing　with　fermented　sardinewith　rice－brall
　　　　　after14days　at20。C
Sam：Ple
No．
His肱m血e　productioガ
Added1096
　NaC1
Added12％
　NalC1
Added15％
　NaC1
Added20％
　NaC11
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
十十
十十
十
十
→一十
十十
十
十
十
十
十
十
十
十十
十十
十
十
十
十十
十
十
十
十
十
十
十
→一十
十十
十
十
十
十十
十
十
十
十
十
十
十
±
十
十
十
±
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示した。つぎに糠漬けに分布している耐塩性の菌が実際に1血生成に関与しているのかどう
かを明らかにする目的で，NaC1を10～20％添加したHdBを用いてH皿生成試験を行い，その
結果をTable3－2に示した。本研究では糠漬けの表皮のみを㎞生成試験の試料とした
が，その理由として堀江ら（1972）によると，海産魚の皮膚の生菌数は，新鮮時においても
腐食時においても筋肉中の菌数より10倍～10，000倍多いので，本研究の糠漬けの場合も表
皮のみを試料とした。Taめ1e3－2によると調査した糠漬け15検体中13検体にっいて，いわし
表皮接種後2週間で培地中に㎞が検出された。NaCl20％添加したHdBでは，II皿の生成が認
められない試料が多かった。しかしほとんどの試料にっいて，NaC110～15％添加したHdB
での㎞生成試験陽性であったことより，糠漬けにはこのような高いNaC1濃度においてもII皿
を生成出来る好塩・耐塩性㎞生成菌の存在が示唆された。なおいずれも試料もNaC1を15％
添加した培地まで良好にH皿生成菌は発育したが，NaC1を20％含む培地では発育は弱く，1㎞
を生成したのは4試料のみであった。
　HdBから分離された分離菌を，NaC1を15％となるように添加した50％ASW－HdBに接種し
て，1血生成試験を行いその結果をTable3－3に示した。Table3－2より，1血生成試験で陽性と
なった11種の試料より，1試料当たり30株以上を分離して計725株の分離菌を得た。分離し
　　　　　Table3－3、Numbersofhistam．血eproducersisolaむedfrom
　　　　　　　　　　　fermented　sardinewith　tice－bran
Sample
No．
Strains
tested
Number。fhis⑳nepr。ducers＊1
＋家2（％） ±＊2（％）
1
3
4
5
6
7
8
10
13
14
15
30
75
30
30
30
135
275
30
30
30
30
O（0）
2（2．7）
0（O）
0（O）
0（0）
0（0）
0（0）
0（0）
o（o）
0（0）
0（O）
0（0）
2（2．7）
0（0）
0（0）
O（0）
3（22）
1（0．4）
0（0）
0（0）
0（0）
0（0）
Tota1 725 2 6
・1＝n皿m．ber　of　histamin．e　producers　were　examined　usi㎎50暢aftificial　seawater
　histidin．e　broth　with1596NaCI　added．
＊2＝reaction　with　ninhyd血．十：positive．±＝weak．
た各菌株についてNaC115％添加HdBで㎞生成試験を行ったところ，試料3より明らかに㎞を
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生成する菌株を2株，弱く㎞を生成する菌株を2株，試料7よおよぴ8から弱く㎞を生成する
菌株をそれぞれ3株と1株得た。したがって計11検体の糠漬けから分離した725株のうち，
15％NaC1添加HdB中でHmを生成できる好塩・耐塩性H皿生成菌8株を分離することが出来た。
しかしTable3－2の血生成試験では明らかに1血が生成されていた試験番号1，5，6からHm生
成菌が分離されなかった理由としては，20。C，2週間の㎞生成試験期間中に1血が生成され
たが，その間㎞生成菌の外に他の耐塩菌が増加し，結果的に好塩・耐塩性㎞生成菌の占め
る割合が低下して分離されなかった可能性が考えられる。分離された好塩・耐塩性H皿生成
菌の発育NaC1濃度試験結果をTable3－4に示した。好塩・耐塩性㎞生成菌8株のうち㎞生成
の強い2株はいずれも0～20％まで発育可能であった。また血生成の弱い6株のうち3株は0
～20％まで発育したが，他の3株は0％およぴ20％では発育しなかった。なお8株共，25％
Table3－4．Growthresponseof8strainsofsalttQleranthistam血e尾formi㎎
　　　　　　bacteda　in　nutrient　broth　con』ta血ng　vary㎏concenn，ations　of　NaC1
　NaClconcentraLion
　　（％）
Number　of　stra血s
Extent　of　visible　growth
　　　　± 十
0
3
7
10
15
20
25
3
0
0
0
3
3
8＊
0
3
3
3
0
2
0
5＊
5＊
5＊
5＊
5＊
3＊
0
＊：twostrainsofstro㎎histamineproducersareincluded，
Table35．Growthresponseof8strains　ofsalttolerarしthistamine－formi㎎
　　　　　badLeda　on．nu頃ent　agar　plaむes　incubated　at　varying　tenユperatures
Nulnb　er　of　stra血s
Te皿perature
　　（℃） Extent　of　visible　growth
　　　　± 十
0
5
10
20
30
37
42
8＊1
8＊1
3
0
0
0
3
0
0
0
2
1
1
2η
0
0
5＊1
6＊1
7＊1
7寒1
3＊2
＊1：t：wo　strains　of　strong　histamhle　producers　are血cluded、
累2：0ne　s謄a血of　strong　hista血ne　producers　is　included．
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では発育しなかった。㎞生成の弱い3株はいずれもNaC115％添加HdBから分離されている
ことから，本実験で用いたNutrient　brothの培地成分以外の微量成分を要求する株である
可能性もある。以上の結果より全ての菌株は，耐塩性菌であることが確認された。なお全
ての株とも至適NaC1濃度は3％付近と考えられ，今回分離された8株のうち，㎞生成の強い
2株を含む5株は非好塩菌であることも判定した。分離された好塩・耐塩性Hm生成菌の発育
温度試験結果を，Table3－5に示した。分離された8株全てが0。Cおよび5。Cでは発育しな
かったが，1㎞生成の強い2株は10。Cで発育可能であった。20～37。Cでは全ての株の発育が
認められ，さらに㎞生成の強い2株のうち1株は42。Cで明らかに発育し，他の1株も弱く発
育した。なお全ての株の至適温度は30～370C付近であり，中温性であることが判明した。
　　　　　　　　　　　　　一’脅
　　　　　　　　　　　　　？
・9亀
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の’．‘　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　り　 び　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　理・駁
Fig．3－L　Scann血g　elec礎o亘血crographs　of　salt　tolerant　hisαm血e－fonn㎎
　　　　　bact㏄ials㏄ainNo．7（×7500）．
Table3－6．Mo甲hological　and　biochemical　charact㏄istics　of8s継
　　　　　of　salttoleranthista曲e－fornling　bacteria
81solates S即鯉oooα知5
Shape
Gramstain
Mot丑ity
H2S　produc虹on
C）花ochrome　oxidase
Cat飢ase
Acid　from　glucose
　　Aerobically
　　Anaerobically
Pigment（ye皿ow）
Sensiしiviワto　penic丑hn．
Growth　on　MacConkey　agar
Coc㎝s
　十
十
　　十
　　十
十（4）or一（4）
　　十
Coccus
　十
十
十
十
十
十
十
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試料7から分離された好塩・耐塩性血生成菌のうち菌株No．7の走査電子顕微鏡写真を
Fig．1に示した。直径はo．5～1．5μmのほぼ球状の菌であり，菌の集塊は不規則なブドウの
房状の配列をなしていた。分離された8株の分類学的，生化学的試験結果について，
Table3－6に示した。細胞形態は球状であり，グラム陽性，運動性は示さなかった。硫化水
素は産生せず，チトクロームオキシダーゼ陰性，力タラーゼは陽性であった。グルコース
を醗酵的に分解して産を産生するが，ガスの発生は認められなかった。黄色色素を産生す
る株は8株のうち㎞生成の強い2株を含む4株に認められたが，他の4株は産生しなかった。
全ての株はペニシリン（31U／皿1）に感受性が認められ，マッコンキー寒天培地には発育し
なかった。以上より本研究で分離された㎞生成菌は，中温耐塩性グラム陽性球菌であり，
これまでの報告がある㎞生成菌はいずれもグラム陰性菌であることから，本菌は新しいタ
イプの㎞生成菌であることが判明した。
　Table3－6よりOkuz㎜i　eむa1．（1981）の簡易同定法より示された各種の性状がほぼ
翫a助yloeoee囎と一致し，さらに翫a助yloeoec囎はマッコンキー寒天培地に発育出来ない
（橋本，1987）ことより，本菌はいずれも砒a助yloeoceE5と推定された。砒aρ虹10eocc麗3は
自然界に広く分布しており，NaC1濃度0．5％程度で発育，NaC1濃度が7．5％の環境でも発育
できる耐塩性の性質を有する。5むap好10eoeeロ5の分布にっいては，堀江ら（1972）は新鮮魚
30
20
010∈oO60
く
σ）40
∈
レ（P　20
．…≡
∈
邸150ヲ．璽
工100
Fig、3－2
50
0
20℃
r
30℃
Y
￥
37℃i
の　　　　　　　　　　　　　　　　　　
Incubation　time（days）
Effect　of　temperaむure　and　NaCl　concentratio皿．
onhistamine　formationinhistidine　broth　by
且H：bacしeria　strainNo，7
●一●：in10％NaClbro山
○一〇　：in12％NaCI　broth
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の皮膚のミクロフローラのうちLO％が翫鋤ylooooo〃8であったと報告しており，奥積ら
（1974）は非包装の冷凍魚では説a助yloeooeαsが，ミクロフローラの約18％を占め，凍結に
対する抵抗性が大きかったと報告している。本研究により分離された好塩・耐塩性H皿生成
菌が，海産魚のフローラとしては，一般に少数を占めていると考えられるが，糠漬けの原
料が，冷凍魚であった場合は，ミクロフローラに占める5砲P虹10eoce認の割合は新鮮魚と
比較して高くなり，さらに原料魚が高濃度の食塩を用いて加工されることを考えると，本
菌群が市販糠漬けの恥の蓄積に関与している可能性が高いと考えられた。本研究により分
離された好塩・耐塩性恥生成菌が，糠漬けのHmの蓄積の原因菌として考えられるかどうか
を明らかにするために，分離された㎞生成菌8株のうち血生成量が多く，ヒスチジン脱炭
酸活性が安定していると思われるNo．7株にっいて，NaCl10％ならぴに12％添加したHdBに
接種し生成した㎞の定量を行い，Fig．3－2に示した。20。C培養では12％NaC1添加培地の方
が㎞生成が良好であった。また30。Cでは，10％およぴ12％NaC1添加培地ともほぼ同じ程度
のH皿が生成された。しかし37。Cでは10％NaCl添加培地でのH皿生成量が著しく高かったが，
12％NaC1添加培地での生成量は低かった。和田ら（1986）は実験的に製造した糠漬けの熟成
中のNaC1含量は，全熟成期間を通して9～13％の範囲であり，糠漬けの熟成は約1～2年室
温で行われ，気温の高い季節には30℃を越えることもあると報告している，本研究で用い
たNo．7株のHm生成量は，特に37。Cの10％NaC1添加の培地で著しいことから，本菌は糠漬け
の全熟成期間を通してHm生成が可能であり，特に熟成温度が30。Cを越えた場合には比較的
類短期間に血を蓄積しする可能性がある。しかし20℃や30。Cでは37。Cでの培養と比較して
恥［生成量が押さえられる傾向がありと思われるので，糠漬け熟成中の温度管理について，
特に気温の高い季節については熟成温度が上昇しないような製造法の方が食品衛生上好ま
しいと考えられた。
要約
　糠漬けの㎞の蓄積に関与する好塩・耐塩性㎞生成菌の存在が予想されたので，市販製品
から好塩・耐塩性㎞生成菌を分離しそれらの分類学的検討を行った。分離された好塩・耐
塩性㎞生成菌の発育NaC1濃度試験結果，8株のうち5株はいずれも0～20％まで発育可能な
耐塩性菌であった。また発育温度試験より，全ての株の至適温度は30～37。C付近で，中温
性であった。分類学的，生化学的試験結果から，形態は直径は0．5～1．5μ皿のほぽ球状の
菌で，菌の集塊は不規則なブドウの房状の配列をなしていた。中温耐塩性グラム陽性球菌
であり，本菌はいずれも翫ap加10eoceH3と推定された。分離菌No．7株について，NaCl10
％ならびに12％添加したHdBでの㎞の定量を行った。20。C，30。C，37。C培養でいずれも10
％および12％NaC1添加培地で恥が生成され，特に37。Cでの生成量が著しかった。したがっ
て，本菌はいわし糠漬け製造過程で温度管理が不備な場合に，1血を蓄積する可能性がある
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と考えた。
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第2節　市販赤身魚加工晶における好塩・耐塩性ヒスタミン生成菌の分布
　前節において，市販糠漬けのH皿蓄積に関与していると予想された好塩・耐塩性血生成菌
を分離し，5むa助yloeoeea5と同定した。本菌は，これまで㎞生成菌として報告されている
Proむθロ5盈or8aη11（Kimata砿a1．，1953，河端，1956，相磯，1955，河端ら，1959a，），
肋創aalyθ1（Omuraθむa1．，1978，Ferencik，1970），κ1θわ3fθ11ap盟θ㎜oηfaθ（0皿ura
就a1．，1978，Taylor就a1．，1979）のような腸内細菌科の細菌より耐塩性が高いと考
、えられた。またこのSむa画yloeooo聡を，海洋由来の好塩性㎞生成菌であるN菌群細菌
（Okuzumiθむa1．，1981，0kuzu皿iθむa1．，1982，0kuzumiθむa1．，1983，0kuzumieむ
a1．，1984，奥積ら，1984）や海水性4ero盟oηas（海瀬，1960）と比較すると，本菌は食塩濃
度7％で発育できないN菌群細菌，また，発育NaC1濃度範囲が8％までである海洋性
舶ro盟oηasより耐塩性が高く，新しいタイプの㎞生成菌であった。
　好塩・耐塩性Hm生成菌が，仮にNaC1濃度が高く保存性も良好と考えられている市販赤身
魚加工品に付着していれば，食品衛生的な見地から問題であると考えられた。そこで，市
販赤身魚加工品における好塩・耐塩性㎞生成菌の分布を調査した。
実験方法
　赤身魚加工晶試料：Table3－7に示した市販赤身魚加工晶の可食部を使用した。各試料
は，1990年4月～7月に東京都内の百貨店，スーパー，小売店より1試料当たり2～3尾を購
入し，研究室まで保冷容器にて移送し，直ちに実験に供した。切り身として販売されてい
る試料については，1パックを購入した。皮膚の付いた試料では，魚体背部を1c皿×1c皿に
切断し，魚肉と皮膚を合計し1gとなるように切り取り試料とし，切り身の場合は1cmの立
方体状に切り取り試料とした。なお味噌漬けの場合は味噌をできるだけ除去した魚肉を試
料とした。
　HdBを用いた㎞生成試験：前節と同様にNaC1を10，12，15，20％となるように添加した　．
HdBを，試験管に約10m1ずつ分注し，Table3－7に示した各試料19ずっを上記各NaC1濃度の
培地に添加して良’く混合し，20。C，2週間培養した。培養後培地中に生成された㎞は，衛
生試験法の方法（1990）に準じて皿Cにて検出した。また各試料の㎞生成試験結果の判定に
おいて，NaC1濃度10，12』15，20％の4種の培地のうち，いずれか1種の培地からでも㎞が
生成されていれば，その試料は㎞生成試験陽性とみなした。
　好塩・耐塩性H皿生成菌の分離：HdBに同一試料を添加して，Hm生成陽性の培養のうち
NaC1濃度の最も高い培地を以後の㎞生成菌の分離用として使用した。こうした培養液か
ら，以下に示した平板上に画線し，1試料当たり30株を分離した。分離に使用した培地
は，Okuz㎜i就a1．（1981）の50％人工海水寒天培地（50％A．S．W．PMYG）を基礎培地に
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NaC1濃度が，1㎞生成菌分離のために使用したHdBと同じ濃度（10％，12％，15％，20％）
となるようにNaC1を添加したものであり，その寒天培地上に画線した。分離した菌株は，
再ぴNaC1添加のHdBに接種し，20。C，2週間培養し，培地中の㎞生成の有無を前記の皿C法
で確認するとともに，培地中に生成された㎞量も下記のごとく測定した。
　好塩・耐塩性㎞生成菌の発育NaC1濃度試験：各種NaC1濃度での発育試験においては，
O，3，7，10，15，20，25％のNaC1濃度に調整したNutrie皿t　bmth（Difco）を使用し，その
発育の有無を30。Cで14日間観察した。
　好塩・耐塩性㎞生成菌の発育温度試験：0，5，10，20，30，37，42。Cにおける発育試験
においては，ASWを50％添加したNutrient　ager（Difco）プレートで14日間培養し，その発
育の程度を観察した。
　好塩・耐塩性恥生成菌の生物学的性状およぴ同定法：分離した好塩・耐塩性㎞生成菌の
属の推定には，Okuzumi　eむa1．（1981）の簡易同定法によった。生物学的性状試験のため使
用した培地は，ASWを50％添加して作成し，30。Cにて試験した。オキシダーゼと力タラー
ゼ試験は，Kovacs（1956）の方法およびS皿ibert　eむa1．（1981）の方法で行った。グルコース
の分解試験では，非好塩菌にっいては，ヒューレイフソン培地（日水製薬）を用い，好塩
菌についてはMOF培地（坂崎，1988）により7日問観察した。グルコースからのガス産生試
験では，ダラム管を入れたBarsiekow培地を用い6日間観察した。カゼインの加水分解と非
水溶性色素産生（黄色色素産生）試験では，ミルク寒天培地（与口ら，1990a）で培養し6日
問観察し，発酵試験ではHidaka（1965）の培地を用い，3日間発光を観察した。0／129（2，4－
dia皿ine－6，7－diisopropylpteridine　phosphate，SIG幽）感受性試験は，S皿ibert就
a1．（1981）の方法に準じて行った。ペニシリンの感受性試験は，Corlett就a1．（1965）の
示した培地を基礎培地として，これにペニシリンGカリウム（和光純薬）を3皿／皿1となる
ように添加した培地を使用した。
　㎞生成量の測定＝㎞量の測定にあたっては，濃度既知の㎞標準液（1㎎／ml）を皿Cプレ
ート1枚当たり1点10μ1スポットし，各分離菌を接種した培養液も同様に10μ1スポット
し，この標準溶液のニンヒドリン発色の程度と各培養液の発色の程度を比較することによ
り㎞量を測定した。なおTLC法による㎞の検出は限界は2㎎／100m1であり，㎞濃度が
40㎎／100m1までは，わずかにスポットが検出される程度の発色であった。ニンヒドリン発
色させた後，明らかにスポヅトの認められた試料にっいては，その血量を40～100㎎／
100皿1とした◎
結果及び考察
　本研究で行った㎞生成試験は，試験中にNaC1耐性が強く，しかも増殖力の強い㎞生
成菌が付着していた時にのみ，培地中に㎞が生成され㎞生成試験陽性となる。したがっ
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て，こうした㎞生成菌の付着の分布を調査するには，HdBでの集積培養後の㎞生成の有無
により付着の有無を判断し，その結果から市販加工品における分布を論じるのに有効な方
法であると考えた。そこでNaC1を10～20％添加したHdBを用いて，市販赤身魚加工品の1㎞
生成試験を行い，その結果をTable3－7に示した。アジの加工品では2試料のあじのひら
きは㎞生成試験陽性となったが，文化干しやみりん干しからは陽性となった試料は認め
Table3－7．Resultofpositiveratio　ofhi蕊a皿血eformationtestsinva亘ous　red
　　　　　　meat　fish　products
Products
No．of
posi虹ve＊
samples
　　　　　　Posi亘veNo、of　　　　　ra虹oofHmsamples
　　　　　formationtested
　　　　　　tests（％）
IIBu雌a台o霞幽ゴ’Sa1記d　horse　mackerel
II ㈱”Dhed　horse　mackere1
“』田’血わα曲∫’D且ed　seasolled　horse
　mackere
“Bu雌舶σ訪f’Salt£d　mackerel
IEヤ丑’∬一宜わ05カf　Dded　se鵬oned　mackerel
II 加z破θ’Mackerel　preserved　in　miso
【1 盟’05訪寵’Salted　mackerel
lIM卿ひos盟’D直edsardine
IIA丑1血わσ誼f’Dded　seasoned　sardまne
Il511qγuむ05』血f（4）”
lI o嘘撮r破e”5即POfozロkθ’
’ハ巫e∬憾ozukθ’
II 1’魍－’Dded　saury
“ム勉f丘台o訪f　Dned　seasoned　saury
I【 盈σ6α吻’L硫必齪az砥θ”！㎞雌oz雌e’
’ム薦磁訓”Smoked　skipjack
ll 五uεσHτ㎝刎レ『uf【e’
【1 丑5σzuke’Tuna　pre5erved血miso
lI5協ロεo昌ムfZ血zロkle（2）II　ll3磁アozukθ’
0
2
0
8
2
5
0
2
0
2
6
1
1
1
0
4
1
4
15
3
15
10
10
5
15
7
7
12
10
3
2
2
9
4
0
13
0
53
20
50
0
13
0
29
50
10
33
50
0
44
25
られなかった。サバの加工品は，塩さばを除く他の3種の加工品すべてについて恥生成試
験陽性の試料が，比較的高い割合で検出され，さば文化干しは今回調査しだ赤身魚加工品
のなかでは最も陽性率が高かった。いわしみりん干しでは陽性となった試料は認められ
ず，丸干しにっいても陽性率は，13％と低かった，イワシのその他の加工品（醤油干し4
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検体，明太子漬，こんか漬け，札幌漬け各1検体）のうち，陽性となった試料は，醤油漬
干しとこんか漬けであった。サンマの加工品では，ひらきは陽性率が商かったが，みりん
干レは比較的低かった。他のサンマ加工品（酒香干し，うの花漬け，甘塩漬け各1検体）
では，甘塩漬けが陽性であった。カツオでは，生利の1検体が陽性となったが，他の加工
品（酒盗，たまり漬け）はいずれも陰性であった。マグロ加工品のうち，味噌漬けの陽性
率は高く，他の加工品（みりん漬け2検体，酒盗，西京漬け各1検体）ではみりん漬けのみ
陽性となった。
　以上の結果から，1㎞生成試験陽性となる比率の高い魚類は，サバ，サンマ，マグロであ
り，陽性となる比率の比較的低かったのはアジ，イワシであった。山中ら（1984）による
と，血中毒の多い魚種はマグロ，サバ，イワシ，カツオ，アジの順であるという。本研究
でもサバ，マグロは恥生成試験陽性となる比率が高く，1㎞中毒の多いとされる魚種と一致
していた。また平田ら（1979）は，横浜市南部市場へ入荷した干物類の㎞含量を調査した結
果，恥含量の平均値ではさばの文化干し，さんまのひらき，いわしの丸干し，かつおの生
利の順に高く，さばの文化干しといわしの丸干しからは最高900pp皿の㎞を検出したと報告
している。今回の調査でもさばの文化干しの㎞生成試験の陽性率は53％，さんまのひらき
の陽性率50％，いわし丸干し13％，カツオ生利50％であり，本研究では試験中の血含量は
測定しなかったが，平田らが㎞含量が高いとした加工品と，本研究で陽性となる比率が高
かった種類とは一致した。
　上述のように133検体の各種加工品にっいて，1㎞生成試験を行った結果，35検体の試料
Tab豆e3－8．Growthresponseof46isolatesin．an皿ωentbrothcon』tai』ning
　　　　　　　varyi㎎concentrationsofNaC1
　　NaCl
concentration
　　（％）
Number　of　strain（46isolates）
HaloOolerant（23） Halophi』匠c（23）
＊ ±＊ 十＊　＋＋＊ ＊　　±＊　　十＊　＋＋＊
0
3
7
10
15
20
25
O
o
o
O
O
14
23
0
0
0
0
2
5
0
23
22
22
22
20
4
0
0
1
1
1
1
0
0
23
0
0
0
1
7
22
0
0
0
0
0
0
1
0
7
7
7
7
9
0
0
16
16
16
15
7
0
・：extent　of　visiblegrowth．一l　no　growth、±＝slightgrow山．十＝abundant
　growth、＋＋＝very　abundantgrowth．
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が陽性となった。そこで陽性の培養液から，好塩・耐塩性Hm生成菌の分離を試みた。そ
の結果さば桜干しおよびさば味噌漬けの2試料から9株，丸干しいわし2試料から19株，
さんまのひらき1試料から1株，かつお生利から2株，まぐろ味噌漬け1試料から15株の
計46株を分離した。これら分離菌の発育食塩濃度試験を行い，その結果をTable3－8に示し
た。46株のうち23株はNaC1無添加培地に発育したが，他の23株はNaC1無添加では発育しな
かった。Flannery（1956）およびLarsen（1962）の定義によると，今回分離された46株のうち
23株は非好塩菌の中の耐塩性菌に，他の23株は好塩菌に分離されると考えられる。
Table3－8に示すように，耐塩菌23株はNaClO～10％の培地では全ての株が良好に発育し，
さらにNaC115％でも2株を除き良好に発育した。またNaC120％でも発育可能であったのは
9株であったが，このうち5株は発育が弱かった。一方好塩菌23株は，NaC13～15％でも非
常に良好に発育し，そのうち16株は非常に良好に発育した。またNaC120％でも発育の非常
に良好な株は7株あった。なお好塩菌のうち1株は，NaC125％でもわずかに発育した。
　分離菌46株の発育温度試験結果を，Table3－9に示した。分離された耐塩菌1株および好
Table3－9．Grow山respon5eof46isolates　onn皿頃en』tagafplates　incubated
　　　　　　飢varyingtemperatures
TemperatUfe
　　（℃）
Number　of　sαa血（46isola鵜s）
Halomlerant（23） Haloph丑ic（23）
米 ±＊ 十＊　　＋＋米 ＊　　±＊　　十＊　＋＋＊
0
5
10
20
30
37
42
22
0
0
0
0
0
2
1
1
0
0
0
0
4
0
22
23
23
23
21
17
0
0
0
0
0
2
0
22
0
0
0
0
5
20
1
10
0
0
0
3
1
0
13
23
23
23
15
2
0
0
0
0
0
0
0
・l　extent　ofvisible　grow山．一＝no　growth．±＝slightgrowth．十，abundant
　’growth・＋＋－：veryabundantgrowth．
塩菌1株は，0。Cで発育可能な低温菌であったが，他の全ての株は，5から30。Cまで良好
に発育した。とくに耐塩性の23株は，370Cまで良好に発育し，42。Cでも17株が発育可能で
あった。一方好塩菌23株にっいては，5。Cで発育するものが13株，発育の弱い株が10株あ
り，37。Cでは15株が良好に発育し，3株は発育が弱かった。42。Cでは2株のみ発育し，他
の株は発育しなかった。
　以上より培養温度が高くなると，今回分離された好塩菌の発育が悪くなる傾向が認めら
れたが，耐塩菌は42。Cまで比較的良好に発育する株が多かった。なお分離菌は，10～30。C
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で同様に発育したが，30。Cでの発育の速度が最も速かった菌株が多く，至適発育温度は30
。C付近であるものが多いと考えられた。
　好塩・耐塩性Hm生成菌の属の推定を行った結果をTable3－10に示した。46株の分離菌の
うち23株（50％）は，グラム陽性，球菌であり，運動性（一），オキシダーゼ（一），グル
コース（一），グルコースを発酵的に分解し，グルコースからのガス（一），黄色色素の産
生（＋），ペニシリンの感受性（＋）などの特徴より本菌群を説即虹10eooe酪と推定した。
また分離菌のうちの20株（43％）は，グラム陰性，桿菌であり，運動性（＋〉，オキシダー
Table3－10、Morophological　andbiochemicalcharacteristics　ofhalotolerantand
　　　　　　halophilichist我mine－fomillg　bacteriaisolated　fromthevarious　red
　　　　　　n：しeat　fish　products
Group
A B C D
Numb　er　of　isolaLes
Cellform
G㎜sta血
MotiHty
Oxidase
Catalase
Acid　from　　　Aerobically
91ucose　　Anaer・bically
Gasfromglucose
H全S　producdon
NO3－reduc虹on
Case血hydrolysis
Pigm．ent（ye且ow）
Lumin．escence
Grow山ill　NaC10％
　　　　　　　0／129＊4
Sensitivi寧もD
　　　　　　　Penic丑1in
23
C末1
十
十
十
十
　十
一（＋8）
＋（一2）
＋（一1）
十
20
R＊2
十
十
十
十
十
　十
＋（一6）
＋（一6）
1
R＊2
十
十
十
十
十
　2
R＊2（C＊1）
一（＋1）
十
NG＊3
Nσ3
十
一（＋1）
P3θ副o一
Genus 5即姻o一　　　　　　～胎直’σ
㈱5
mo∬欝　　　Not
III／IV－　　ident廿ied
皿
・11c。ccus．＊2：r・d．＊3：nogr・wth、＊4：2，4－diamino－6－7－diis・propylptehdine
　phosphate．Numbers　inparentheses　indicatetke　n皿mber　of　strains　giマi㎎
　an　oPPosite　reacしion．
　　　　　　　　　　　　　　　　35
ゼ（＋），カタラーゼ（＋），グルコースを発酵的に分解し，ガス産生（一），発光性（一
），0／129感受性（＋）などの特徴から”加foと推定した。分離菌の1株（2％）は，グラム陰
性，桿菌であり，運動性（＋），グルコースからの酸産生（一），オキシダーゼ（＋），硝
酸塩の還元（＋），などの特徴からP5θHdo盟oηasm／IV－NHと推定した。
　以上より市販赤身魚加工品より分離された好塩・耐塩性㎞生成菌46株のうち，50％を占
める菌株が5むa助yloooeeasであり最も分離頻度が高く，次に四わrfoが35％を占めていたの
で，これら2種の菌群が赤身魚加工品に分布する好塩・耐塩性Hm生成菌の主要な菌群であ
ると考えられた。なお，翫a助yloeoceH3以外の耐塩菌としては，他にP3e四do盟0丑as
lll／IV－NHが1株分離された。
　”加fo以外の好塩菌としては，他の2株は同定できなかった。Okuz㎜i　eむa1．（1981）
は，5およぴ20℃に貯蔵したマサバ肉のホモジネートから90株の㎞生成菌を分離している
が，そのうちSむaρ畑10eoeoαsは1株（1％），四加10は17株（19％）であり，Pseロdo盟o丑as
Hl／IV－NHは3株（3％）であったとしている。またOkuzumi　eむa1．（1984）は，各種の鮮魚よ
り分離された㎞生成菌101株のうち，yfわrloは8株（8％〉を占めたと報告している。このよ
うにこれまでマサバのホモジネートや鮮魚から分離された㎞生成菌に占める割合が少ない
甜a功yloooce囎のような球菌が，今回の分離した結果で優勢に分離された理由としては，
翫ap毎10eoee認が耐塩性を有する細菌であり，食塩濃度の高い赤身魚加工品中に多く存在
していたためであろう。また堀江ら（1972）は，鮮魚の皮膚ではP5e四δo皿oπas　Ill／IV－
Table34L　Occurrence　ofhalotoler飢tandhalophilichista皿ine－formi㎎
　　　　　　　bactedaisolatedfromvariousredmeatfishproducts
Products NaC1（％）末 Group　of46isola肥s
　（No．ofstrain）
’1㌔丑亘丘わ05f！f’　Dded　seasoned　mackere1
’A丑5ロzロkθ’ Mackerel　preserved
血皿iso
’Af童ubo3f2f’　　Dried　sardine
’！㌧f刎δ05盟’　DHed　sard血e
㌧紐雌一’
’N㎝刎一’
’ん催502ロkθ’
Dhed～aury
Smoked　skipjack
Tulla　preser▽ed
inmiso
15
15
12
10
12
15
15
　　～登む亘o（4）
Not　determined（2）
5即鯉oco伽5（3）
　　　～董血亘σ（5）
　S即域望ooo㏄ロ5（5）
　　　～胎直o（9）
P5θロのmo雌欝皿／IV－NH
　　　　　（1）
　　　～翌むがo（2）
5即カア1σoo㏄u5（15）
＊＝NaCl　conce且αa亘on（％）of　the　histidine　broth　for　the　isolation　of　hisしamine－
　fornl㎎bac忙ria．
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H，”加fo，P3θ囲o盟om3m／IV－NHが多いと報告し，萩原ら（1985）は水産乾燥食品には
働a助yloooec鵬が7．8％を占めると報告している。このことより，加工品と鮮魚における
細菌のフローラの違いによっても分離される㎞生成菌の菌種の割合が異なることが考えら
れた。つぎに赤身魚加工品の．種類と㎞生成菌の菌種との関連すなわち㎞生成菌の分布を
Table3－11に示した。㎞生成陽性となった35試料の赤身魚加工晶のうち，食塩耐性の強い
1血生成菌を分離できたのは7試料のみであった。さばみりん干しからは，4株のyfわrfoと2
株の非同定菌を分離し，さば味噌漬けからは3株の翫ap加10eoee肥を分離した。いわし丸
干しからは，14株の”加foと5株の砒a助yloeoeeE3を分離し，さんまひらきからは1株の
P5eロdo盟o丑a3111／IV－NHを，かっお生利からは2株の四わrfoを，まぐろ味噌漬けからは15株
の甜a画yloeoeoa3を分離した。翫a助yloeoee聡はサバとまぐろの味噌漬けより多く分離さ
れ，肋rfoはサバ，イワシの丸干しからは多く分離された。
　以上より市販赤身加工品135試料のうち，35試料（26％）がH皿生成試験陽性となり，さら
にこれら35のうち7試料から好塩・耐塩性血生成菌が分離されたことことから，好塩・耐
塩性血生成菌は前節に示したように糠漬け以外の市販赤身魚加工品にも分布していること
が判明した。さらに35試料から無作為に分離した細菌の中に少なくとも4種類の好塩・耐
塩性㎞生成菌が存在していることも明らかとなった。
　分離菌46株について，NaC110～15％含有HdBでの20℃，2週間後の㎞生成量を，皿Cにて
推定した結果をTable3－12に示した。なお100㎎／100ml以上の多量の㎞を生成すると思わ
れる菌株は，今回分離できなかった。23株の翫ap加10coeeロ5のうち17株のH皿生成量は比較
的多かったが，6株は食塩15％含有培地での㎞生成量が40㎎／100皿1以下であった。今回分
離された”加10，P3eロ伽oηas　III／IV－NHおよび非同定菌の血生成量は40～100㎎／100皿1の
Table3－12、Histamineproducdonof46isolatesinhistidinebroth
Genus
　　　　　　NaCI　　　　　　　　Numb　er　of　strah1（Number。fs腕sc。ncen甑i。nHist舳epr。duc樋。ガ
　　　　　in　histidine剛）br。山％）2～4。4・～1・・
s即鯉ooo㏄召5
wわn60
P5θu‘∫σ凱o皿留皿！1～とNH』
Nα‘∫eゑ猷飾θげ
（5）
（18）
（9）
（5）
（6）
（1）
（2）
12
15
10
12
15
12
12
0
6
0
0
0
0
0
5
12
9
5
6
1
2
家＝Hi5taminefomation（histamine㎎〆100mlhis虹dinebroth）wasdeter皿ined
　byTLq
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範囲であると考えられた。これまで報告のある㎞生成菌としてPr就θ認皿orga加f
は，27。C，24時間で160～320㎎／100皿1（相磯ら，1955）、30。C，24時問で480㎎／100g（坂
部，1973）のHm生成量と比較して，今回分離された各菌のH皿生成量は，20。C，2週間でいず
れも100㎎／100m1以下であることから，ProむθE8盟o㎎a盈ffのように短期間に多量の㎞を魚
体に蓄積するとは考えにくい。しかし，　（1）本研究で分離した好塩・耐塩性血生成菌は
比較的恥生成量が高いと考えられること，　（2）食塩濃度が比較的高く保存性も良好と考
えられる赤身魚加工品からも多く分離されていること，などから考えると，本研究で分布
が明らかにされた好塩・耐塩性㎞生成菌は，特に食塩濃度の高い赤身魚加工品での㎞の蓄
積に関与する可能性があると考えた。
要約
　好塩・耐塩性Hm生成菌が，仮に食塩濃度が高く保存性も良好と考えられている市販赤身
魚加工品に付着していれば，食品衛生上問題と考えた。そこで市販赤身魚加工品における
好塩・耐塩性㎞生成菌の分布を調査した。赤身魚加工品試料は，市販赤身魚加工品の可食
部1gを試料とした。NaC110～20％添加したHdBを用いたH皿生成試験結果より，133検体の
各種加工品のうち，35検体の試料が陽性となり，陽性となる比率の高い魚類は，サバ，サ
ンマ，マグロであった。そこで陽性の培養液から，好塩・耐塩性H皿生成菌を計46株を分離
した。分離46株のうち23株は非好塩菌の中の耐塩性菌に，他の23株は好塩菌に分離され
た。好塩・耐塩性㎞生成菌ののうち23株（50％）Sね画yloeooeロ3，20株（43％）は7f加fo，1一
株（2％）はP3θEdo盟o肌5111／IV－NHと推定した。分離菌のNaC110～15％含有HdBでの20。C，2
週間後の㎞生成量を検討したところ23株のSむap毎10cooOESのうち17株の㎞生成量は比較的
多く，6株はNaC115％含有培地での㎞生成量が40㎎／100m1以下であった。今回分離された
”加10，Pse四do盟oηas　llI／IV－NHおよぴ非同定菌の㎞生成量は40～100㎎／100皿1の範囲で
あった。
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第3節　海産魚における好塩・耐塩性ヒスタミン生成菌の分布
　前節までに，市販いわし糠漬けには，1血や㎞以外の不揮発性アミンの多い製品があるこ
と，糠漬け熟成中の㎞の生成には，好塩・耐塩性血生成菌の関与が考えられること，また
市販赤身魚加工品のうち20％の製品に好塩・耐塩性恥生成菌が付着していたことを明らか
とした。そこで本節では好塩・耐塩性H皿生成菌が，水産加工品の原料である海産魚にも付
着しているかどうかを調査した。
実験方法
　好塩・耐塩性血生成菌付着の有無の測定＝町田市及び横浜市内の小売店でマアジ，マサ
バ，マイワシ及びサンマを購入し，直ちに魚体背部の皮膚と魚肉を合計1gになるように
無菌的に切り取り，NaC112％含有HdB（第3章第1節）に浸漬し，そのまま300C，14日間放
置した。このHdB中の㎞を薄層クロマトグラフィー（第3章第1節）で分析した。㎞を検出
したHdBは好塩・耐塩性H皿生成菌の発育陽性と判定した。好塩・耐塩性H皿生成菌が付着し
ているとされたHdBから，以下の手順で好塩・耐塩性H皿生成菌を分離した。
　好塩・耐塩性Hm生成菌の分離及び同定：好塩・耐塩性㎞生成菌の発育陽性と判定された
HdBを滅菌白金耳でとり，NaC112％含有する50％ASW寒天培地（Okuz㎜i　eむa1．，1981）の
平板に画線し，30。C，10日間培養した。得られた孤立集落をNaCl12％含有HdBに接種し，
30。C，14日間培養した。この培養液中にH皿が検出された菌株を好塩・耐塩性㎞生成菌とし
た。ない市販鮮魚には薬剤で処理されているものがあるため，魚体表面のミクロフローラ
が実際の加工原料とは異なるいおそれがあるが，分離された好塩・耐塩性H皿生成菌を
Okuz㎜i　eむa1．（1981）の分類図式にしたがい，属レベルで分類した。
結果及び考察
　市販海産魚における好塩・耐塩性㎞生成菌の分布を調べた結果をTable3－13に示した。
市販マイワシの28％，マアジの21％，マサバの33％，サンマの42％に好塩・耐塩性㎞生成
菌が付着していた糠漬けの原料ともなるマイワシの付着率と，他の魚類の付着率に大差な
く，同菌は市販海産魚に約30％に付着しているものと考えられる。
　試料から37株の好塩・耐塩性Hm生成菌を分離し，これらを分類した結果をTable3－14に
示しだ。分離菌の57％はグラム陽性の球菌で，これらはSむa画ylocoecロs属と班croeoce囎
属に分類された。グラム陰性菌では，”加fo属が最も多く（27％），この他，Pse甜o盟oηa3
属III／IV－H型およびP3θado盟oms属III／IV－NH型が少数みられた。前節までに市販水産加工
品からSむap虹100000ロ3属，r苗rjo属，P5θ〃do盟oπa8属III／IV－NH型を分離している。本節で
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Table 3-13. Incidences of halotolerant and halophilic histamine-forming 
bactetia in commerciai marine fishes 
Fish No. of saJnples ex amine d 
No. of samples 
HH b acteria* 
ositive 
HH bacteria* 
positive ratio (%) 
S ardine 
Horse rrrackerel 
Mackerel 
S aury 
40 
28 
15 
19 
11 
6 
5 
8 
28 
21 
33 
42 
Totai 1 02 30 29 
･ H b acteria : Halotolerant and haiophilic histanrine forming b actetia which 
grew in 12% (w/v) NaC1 broth. 
Table 3- 1 4 _ Morphologicaal and biochemical characteristics of halotolerant 
and halophilic histamine-fornring bacteria (HH bacteria) isolated 
from red meat fish 
Group Staphy'lo -coccUs 
Micro -
c~lccus 
~~bria 
Pseud o -
Jn anas 
IIlirv-H 
Pseudo-
J22 onas 
III/IV-
NH 
Not 
d eter-
mined 
Number of isalates 
Cell form 
Gram stain 
Motilit y 
Oxidase 
Catalase 
Acid Aerobically 
f r o m 
Anaero b i c ally glucose 
Gas from glucose 
H2S production 
Casein hydrolysis 
Pigment (yellow) 
Luminescens 
Growth in NaCl O% 
Sensitivity 0/129 
to Penicillin 
16 
c 
+ 
+ +w 
+ 
NE 
D 
+ 
NE 
+
5 
c 
+ 
+ 
NE 
+
NE 
+ 
10 
R 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
NE 
+ 
2 
R 
+ 
+ 
+ 
NE 
1 
R 
+ 
+ 
+ 
+ 
NE 
3 
C 
D 
+ 
NG 
NG 
NE 
C : coccus. R : rod. D : reaction differes with strains. + : 
- 
 negative reaction. W : weak. NG : no growth. NE : 
0/129 : 2,4-diamin0-6,7-dilsopropylperidine phosphate. 
40 
positive act on. 
not exanrined. 
の市販海産魚からの分離菌は，旋oroeoecπ5属，P5θado盟oηas属lIl／IV－H型を除くと，既に
水産加工品から分離している好塩・耐塩性Hm生成菌である。したがって水産加工品に付着
している好塩・耐塩性㎞生成菌は，原料魚に由来するものと考えられる。なおここで分離
した”加10属細菌（Table3－14）は，NaC112％の存在下に発育するのでOkuzu皿i　eむa1．
（1981）のN菌群細菌とは異なり，またグルコースからのガスを生産せず，硫化水素を産出
しないので与口ら（1990b）のC菌群細菌とも異なる。PseEdo盟oηas属m／IV－NH型の細菌の大
多数は，現在では，餉θ卯aηellaρ舵refae1θ丑eθであるといわれている（Mocdone11就a1．，
1985）。しかしTable3－14の同菌群は，硫化水素を産出しないので3．p酷rθf加feηeθとは一
致しない。
要約
　好塩・耐塩性Hm生成菌が，水産加工晶の原料である海産魚にも付着しているかどうかを
調査した。その結果，市販マイワシ鮮魚の28％に好塩・耐塩性㎞生成菌が付着し，マア
ジ，マサバ及びサンマでもほぼ同じ付着率であった。分離好塩・耐塩性Hm生成菌37株を分
離したところ，翫a功yloooee聡属が16株と，岨eroeoeo麗s属が5株，rf加fo属が10株で
あった。
41
第4節　海産魚に分布する好塩・耐塩性ヒスタミン生成菌の分類
　市販いわし糠漬けや赤身魚加工品の中には，好塩・耐塩性H皿生成菌が，付着している製
品があり，それらは翫a画yloooeeロs，”めrlo，P8θ面o盟o肥5111／1v－NHに分類されたこ
と，好塩・耐塩性H皿生成菌はNaC1を12％添加したマイワシコンポジット試料貯蔵中で増加
し，試料中の不揮発性アミン含量が増加したことを前節までに述べてきた。したがって好
塩・耐塩性㎞生成菌が，特に食塩濃度の高い水産加工食品中で不揮発性アミンを生成する
可能性が考えられた。前節までに，水産加工品に分布する好塩・耐塩性H皿生成菌のフロー
ラを明らかとしたが，分類学的には不明な点が多い。そこで本節では塩蔵マイワシより好
塩・耐塩性恥生成菌を分離し，その細菌フローラを解析するとともに鋤a助y1000CO肥と同
定された菌群にっいては種レベルでの同定を行った。
実験材料及び方法
試料：東京都の小売店より入手したマイワシ（5ardfmps皿θ1aηo就foむ四3）計4試料（試料1
～4）を用いた己
塩蔵処理：頭部と内臓を除去したマイワシを1試料当たり5匹準備し，15％食塩水を入れた
蓋付きプラスチック容器中で30。C，14日間塩蔵処理を行った。
食塩含量：第2章と同様に行った。
好塩・耐塩性H皿生成菌の分離：第3章第1節と同様に行った。
好塩・耐塩性H皿生成菌の同定＝第2章第3節の手順に従って分類した。鋤ap毎10eoee聡及
ぴ”わrlo属に該当した菌群は，Kloos　eむa1．（1986）ならぴBa㎜ann　eむa1．（1984）の方法で
種レベルで同定した。
結果及び考察
　塩蔵後の試料から分離した好塩・耐塩性H皿生成菌にっいて，属レベルで分類を行いその
結果をTable3－15に示した。31株の好塩・耐塩性㎞生成菌は5群に分類された。5群のうち
A，Bはグラム染色陽性の球菌であり，C～Eはグラム陰性菌の桿菌であった。これらの細菌
群を属レベルで分類すると，A群は翫ap加1000eeロ3，B群は駈oroeoec鵬，C群は四加fo，D
群はPsθαdo盟oms　m／IV－NH，E群はPse即o卿丑a3111／IV－Hに該当した。さらにA群に分類
された好塩・耐塩性㎞生成菌にっいて，種レベルでの同定を行った結果をTable3－16に示
した。A群のうちで6株は，D－Mannito1（一），Turanose（＋），であったので5。
e炉dθ皿1直3の耐塩性菌株と同定した。C群に分類された好塩・耐塩性Hm生成菌について，
種レベルでの同定を行った結果をTable3－17に示し，Swaming（＋），Argi皿i皿e
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dihydrolase　（一）　，　Acetoin　production　（＋）　，　L－Arabinose　（一）　，　Sucrose　（＋）　，
Gmwth　in　NaC1110％（＋），Growtk　o皿TCBS（Y）より，y．alglnolytje認と同定した。前
節までに，水産加工品に分布する好塩・耐塩性Hm生成菌として5tβ助ylooooco8，7苗rfoの
存在を報告した。本研究により塩蔵中に増加した好塩・耐塩性H皿生成菌の中でも最も分離
頻度の高かった翫a功yloeoeCE3のうちほとんどが5．epldθ㎜fdfs，5．加㎜f加3に同定され
た。塩蔵アンチョビーから㎞生成能のある翫a助yloeooOE3として5．瑠103ESの分離例があ
Table3－15．Groupi㎎atgene㎡clevelsofhalotolerantandhalophilic
　　　　　　histamine－for舳1gbact的a（HHbacteha）
Group A B C D E
Numberofisolates
Shape
Gramstain
Motiliワ
Oxidase
Cat証ase
Acid　from　　Aerobically
91ucose　　　Anaerobically
Gasfromglucose
H立S　production
Lum血escence
Grow山血0％NaCl
　　　　　Malachite　green
Sensi町Me師eneblue
to
　　　　　Penici且in
12
C
十
十
十
十
十
9
C
十
十
十
4
R
十
十
十
十
十
3
R
十
十
十
十
十
3
R
十
十
十
十
十
Gen皿s S即力列σ一　1別αo－
oσc㎝5　　　co〔切写
w台α’o
P5θ口db－　P5θuづσ一
糎o皿欝　　雌o雌欝
III／IV一　皿／IV－
　NH　　　H：
C＝coc㎝s．R＝rod．十：positiverea（‡io11．一l　negativereaction．
る（Rodriguez－Jerez就a1．，1994）が，今回は分離されなかった。なお水産加工品由来の
好塩・耐塩性㎞生成菌のうち優勢なミクロフローラは四わrfoであるる。㎞生成能のある
7f加foとして，海産魚由来のy．加ryey1，机f15eherfが分離されているが，前者は9％
NaC1で生育が悪く，後者は9％で生育しないという（㎞esbθむa1．，1986）。今回分離さ
れた好塩・耐塩性H皿生成菌であるyf加foは，全てy冶1短η01y翻e囎であった。したがって
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各種水産加工品にも，5．gρfdθnロ毎f5，5，加皿加s，yl　algfη01yむfC認が分布している
可能性が高い。5．θρ掘θ㎜fdf5，及びS．加㎜fηfεはヒトの皮膚の常在菌である
Table3－16．CharacteristicsofgroupAbacteriaandthea砿hen』ticbactedaof
　　　　　　3βρf伽1五雌5andS．加雌f協
GroupA（9isola工es）
1 sβρfゴα！皿一dfゴ　　II S．∫1α霞凱血鞄r氷
Number　of　isolates　　　　　　　　　　6
1rregularclusfers　　　＋
Tetrads　　　　　　　　　　　　　－
Colonydiameter＞5mm　－
Colonypigment　　　　＿
（carotinoid）
Growthon10％NaClagar＋
　　　　　15％NaCI　agar　十
Growth　aL15℃
　　　　　45℃
AcetQne　production
Acid　from　D－Xylose
　　　　Arabinose
　　　　Raff血ose
　　　　Sucrose
　　　　Maltose
　　　　D－Ma皿itol
　　　　D－Trehalose
　　　　　α一Lactose
　　　　　β一D－Fructose
　　　　D－Turanose
　　　　D－Ribose
Nitrate　reduction
Urease
Coagulase（fabitplasma）
一W
十
十
十
十
d
d
十
d
d
d
十
W
－W
十
十
十
十
十
十
十
十
3
十
十
十
一W
十
十
d
十
d
十
十
十
d
十
d
十
W
－W
十
d
（＋）
十
d
d
十
d
十
十
　　・quotedfromthe　Bergeyls　Manua1．W＝weak．d＝differsamo㎎s便ain、
（Kloos　eむa1．，耳981）ので，説ap虹10cooeπsに分類されマイワシ塩蔵中に増加した好塩・
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耐塩性㎞生成菌は，ヒト由来であることも考えられる。なお水産加工品に分布する好塩・
耐塩性㎞生成菌のうち翫ap好10eooe四5に分類される細菌の多くは，ヒトでの分布は明らか
になっていないが，製造流過程での汚染による可能性が考えられた。また耽
a18fπ01yむfeπsは，海洋由来の㎞生成菌としてカツオから分離され（Yoshinagaθむa1．，
Table347．Characteristics　ofGroup　Cbactedaandthe　authenticbad；eria
　　　　　　ofV刻磐ゴ丘o雌㎝5
αoup　C（4isolates）
1 V刻磐血o戯α15＊1
Numb　er　of　isolaLes
Swarming
S加aightr。ds＊2
Pigmenta亘on
Argininedehydrolase
Nitratereduction
Acetone　production
αow山at：4。C
　　　　　30。C，350C，40。C
U虹1ization　of＝　　　L－Arabinose
　　　　　　　　　D－Mar皿ose
　　　　　　　　　Sucrose
　　　　　　　　　D－Sorbitol
β一galacめsid朋e（ONPG）
Inhibiti。nbyO／129ph。sph鵬＊3：
　　　　　　　　　　10μ9
　　　　　　　　　　150μ9
Growth　in　O％
　　　　　3％，6％，8％，10％
Growth　on　TCBS
4
十
十
十
十
d
十
十
十
R
S
十
Y
十
十
十
十
十
d
十
R
S
十
Y
・1quotedfrom　the　Bergeyls　Manua1、
＊2十l　straight　rods．一l　curve　rods．
＊32，4－diisopropylpte雌dine　phosphate．
d＝di丘ersamo㎎str血．S：senstive．R＝resis髄t．Y：ye且ow．
1982），本節でも分離された。したがって本節での分離菌y。a18fπ01y翻c鵬は海洋由来の
好塩・耐塩性㎞生成菌と考えられ，供試魚を一次汚染していたものと考えた。
　以上よりマイワシ塩蔵中の不揮発性アミンの蓄積に関与する好塩・耐塩性㎞生成菌は，
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供試魚を二次的に汚染した5．epfdθ皿fdf3，及ぴ5。加㎜f加sによるものと，供試魚を一
次汚染していた海洋由来菌y。a18加o取む1c聡の協同作用によるものと考えた。
要約
　水産加工品に分布する好塩・耐塩性H皿生成菌の分類学的位置を明らかとするために，塩
蔵マイワシより好塩・耐塩性恥生成菌を分離し，その細菌フローラを解析した。さらに
砒a助yloooee聡と同定された菌群は，種レベルで同定した。好塩・耐塩性恥生成菌31株は
5群に分類され，A群はSね助yloeooea3，B群は岨croeoccEs，C群は肋rfo，D群は
Pse掘o盟oηas　Ill／IV－NH，E群はP3e岬o盟oηa3m／IV－Hに該当した。さらにA群を種レベル
で同定したところ，6株は5．ep毎θ皿fdf3の耐塩性菌株であった。C群の好塩・耐塩性i㎞
生成菌は肌algfno1舛1c聡と同定した。塩蔵中に増加した好塩・耐塩性恥生成菌の中でも
最も分離頻度の高かった説aρ加10eoeeE3のうちほとんどが5．epfde㎜f4f5，S。加r皿fη15
に同定された。マイワシ塩蔵中の不揮発性アミンの蓄積に関与する好塩・耐塩性H皿生成菌
は，共試魚を二次的に汚染した5．θpfde盟f4fs，及ぴ5．加mf加3によるものと，共試魚
を一次汚染していた海洋由来菌耽a18fno取むfeαsの協同作用と考えた。
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第3章要約
　いわし糠漬けの㎞の蓄積に関与する好塩・耐塩性Hm生成菌の存在を予想し，市販糠漬け
から好塩・耐塩性㎞生成菌を分離し分類学的検討を行った。分離された好塩・耐塩性H皿生
成菌はいずれも翫a助yloeoOCH5と推定された。分離菌No．7株について，NaC110％ならび
に12％添加したHdBでの㎞の定量を行った。20。C，30。C，37。C培養でいずれも10％および
12％NaCl添加培地で㎞が生成され，特に37。Cでの生成量が著しかった。したがって，本菌
はいわし糠漬け製造過程で温度管理が不備な場合に，1㎞を蓄積する可能性があると考え
た。
　好塩・耐塩性Hm生成菌の市販赤身魚加工品への付着は，食品衛生上問題であるので，同
菌の市販赤身魚加工品への分布を調査した。133検体の各種加工品のうち，35検体の試料
が陽性となった。そこで陽性の培養液から同菌を計46株を分離した。分離46株のうち23株
は非好塩菌の中の耐塩性菌に，他の23株は好塩菌に分離された。好塩・耐塩性血生成菌の
うち，23株（50％）は翫a助yloooeeEs，20株（43％）は7f加fo，1株（2％〉はP5θ掘o盟o盈a3
m／IV－N皿と推定した。分離菌のNaC110～15％含有HdBでの20◎C，2週間後の㎞生成量を検
討したところ23株の翫ap加10coecπ5のうち17株の㎞生成量は比較的多く，6株はNaC115％
含有培地での1㎞生成量が40㎎／100皿1以下であった。今回分離された肋rfo，P3θηdo皿oπas
lll／IV－NHおよぴ非同定菌の血生成量は40～100㎎／100m1の範囲であった。
　つぎに好塩・耐塩性Hm生成菌が，海産魚にも付着しているかどうかを調査した。さらに
好塩・耐塩性血生成菌が，NaC1含量の多い製品中でアミンを生成するかどうかを探るた
め，NaC1を加えたマイワシ浸出液中でのアミンを生成能を検討した。その結果，市販マイ
ワシ鮮魚の28％に好塩・耐塩性㎞生成菌が付着しており，マアジ，マサバ及闘サンマでも
ほぼ同じ付着率であった。海産魚由来の好塩・耐塩性H皿生成菌37株は，5ねρ加10eocc鵬
属が16株と，岨croeoeeE3属が5株，四加10属が10株であった。
　また塩蔵マイワシの好塩・耐塩性㎞生成菌フローラを解析し，さらに5むa画yloeoeCE3と
同定された菌群を種レベルでの同定を行った。分離した好塩・耐塩性㎞生成菌31株は，5
群に分類され，A群は鋤a画yloeoeoロs，B群は岨croooeeES，C群は7苗rfo，D群は
P5θαdo盟o丑aεIII／IV－NH，E群はP3θロdo盟o丑a3m／IV－Hに該当した。さらにA群を種レベル
で同定したところ，6株は5．epf4e㎜fdf5の耐塩性菌株であった。C群はylalgfη01y翻c器
と同定した。なお塩蔵中に増加した好塩・耐塩性㎞生成菌の中でも最も分離頻度の高かっ
た説a加yloooce囎のうちほとんどが5．θ画dθ㎜fdfs，5．加皿f加sに同定された。マイワシ
塩蔵中の不揮発性アミンの蓄積に関与する好塩・耐塩性H皿生成菌は，供試魚を二次的に汚
染した5．ep毎e㎜fdfs，及び5。加皿f加5によるものと，供試魚を一次汚染していた海洋由
来菌yla18fη01yt北聡の協同作用と考えた。
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第4章　好塩・耐塩性ヒスタミン生成菌によるいわし糠漬け熟成中の不揮発性アミン生成
緒論
　前章で，好塩・耐塩性恥生成菌が海産魚や加工品に分布することを明らかにした。本章
では，好塩・耐塩性H皿生成菌のいわし糠漬けのモデルや製造過程での不揮発性アミン蓄積
実態を解析し，同菌が糠漬け製品でのアミンの蓄積に関与することを明らかにすることを
目的とした。はじめに，好塩・耐塩性恥生成菌を高濃度のNaC1を添加した培地で，アミン
を蓄積するかどうかを検討した。つぎにマイワシを異なる2種類の塩蔵法で塩蔵し貯蔵し
た場合の，貯蔵中の総恥生成菌数，好塩・耐塩性恥生成菌数及びアミンの消長を検討し
た。さらに，伝統的製造法で製造した糠漬け試料での好塩・耐塩性H血生成菌数の変化なら
びにアミンの消長を検討した。また糠漬け製造時の原料魚と糠漬けに分布する，好塩・耐
塩性㎞生成菌の同定も行った。
第1節　好塩・耐塩性ヒスタミン生成菌によるNaC1添加培地における不揮発性アミン生成
　前章では，いわし糠漬け熟成中のH皿蓄積の原因菌として好塩・耐塩性㎞生成菌を糠漬
け，鮮魚，市販赤身魚加工品より分離し，分類学上の位置や分布を調査した。その結果，
好塩・耐塩性H皿生成菌は数種の菌群で構成されること，塩蔵マイワシのアミン蓄積は，海
産魚を一次汚染した好塩・耐塩性㎞生成菌と供試魚を二次汚染した好塩・耐塩性H皿生成菌
の共同作用であると考えた。そこで糠漬けやサバ加工品から分離した好塩・耐塩性血生成
菌が，高濃度のNaC1を添加した培地でアミンを蓄積するかどうかを検討しだ。
実験材料および方法
　試料：市販いわし糠漬けとマアジ，サバ加工品（サバ文化干，サバみりん干し，サバ味
噌漬け，塩サバ）は東京都内の百貨店，スーパー，小売店より購入した。
　1㎞生成菌の分離＝NaC115％添加したHdB中でH皿生成が認められた試料から，好塩・耐塩
性Hm生成菌の分離を行った。各HdBからOkuz皿niθt　a1．（1981）の50％人工海水培地を基礎
培地とし，これに上記分離時の濃度と同じNaC1を15％添加した培地上に画線し，1試料当
たり30株以上を分離し，これらの分離菌にっいてNaC1を15％添加したHdBに接種し，20。C．
で2週間培養し㎞の生成を第3章第1節の皿C法で確認した。
　HUBでのH皿生成＝NaClを10％ならびに15％添加したHdBに，好塩・耐塩性H皿生成菌を
接種し，20。C，30。C，37。Cで7～10日間培養した。
　マイワシ浸出液の調製＝町田市内の小売店でマイワシを購入し，直ちに皮膚を除去し，
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血合肉と普通肉を氷冷した容器中にすばやく採取した。2倍重量の蒸留水中でホモジナイ
ズし，100。Cで1時間加熱後吸引ろ過した。ろ液100皿1に対してグルコース1g及びNaCl12g
を加え，試験管に10mlずっ分注し，121。C，15分間滅菌した。
　サバ肉浸出液培地は，切り身を普通肉と血合肉に分けてホモジナイズし，等量の蒸留水
を加え加熱後ろ過した。ろ液に，グルコースを1％添加しNaC1を12％添加し，田を6に調
整後滅菌した。なおイワシ肉の場合は，普通肉と血合肉は分けずに，そのまま調製した。
　生成㎞の定量法＝前述のHdBにNaC1を10％および12％の濃度となるように添加した培地
を使用し，20。C，30。Cおよび37。Cにて7日間培養を行った。培養液を3，000回転，10分間遠
心分離を行い菌体を沈殿させ，その上清を0．45μ皿のフィルターで濾過し，その1皿1につい
て河端（1974）の方法に従って定量した。また前述のサバ肉浸出液培地に，好塩・耐塩性1㎞
生成菌を接種し，30。Cで6日間培養した。この培養液に等量の10％トリクロロ酢酸（TCA）
を加え，よく撹絆し10分間放置後ろ過した。このろ液をイオン交換樹脂カラム（曲berlite
CG－50，typel，100～200mesh）に吸着後，O．2N塩酸で㎞を溶出させた。この溶出液を適宜
希釈して，河端（1974）の方法に従って定量した。
　不揮発性アミンの測定＝浸出液中に生成された不揮発性アミンは，第2章第1節の方法
で測定した。
結果ならびに考察
　糠漬け由来の好塩・耐塩性Hm生成菌8株のうち，1㎞生成量が多くヒスチジン脱炭酸活性
が安定しているsむa助yloeoeeH3sp．No．7株について，HuBでの㎞生成量を検討しFig．4－
1，Fig．4－2に示した。本株の20。C培養では，12％NaC1添加培地の方がH皿生成が多かった。
30。Cでは，10％および12％NaCl添加培地ともほぼ同じ程度の㎞が生成された。しかし37。C
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Fig．4－1．Effect　of　temperature　on　histamine　formation
　　　in10％NaCl　histidine　broth　by　halotoIerant　and
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　　　Staρ娚ococcαssp，No、7strain、
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Fig．4－2．．Effect　of　temperature　on　histamine　fo㎜ation
　　　in12％NaClhistidinebrothbyHHbacteria
　　　st∂ρゐy’ococcロ5sp．No．7strain、
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では10％NaC1添加培地でのH皿生成量が著しく高かったが，12％NaC1添加培地での生成量は
低かった。和田ら（1986）は実験的に製造した糠漬けの熟成中のNaCl含量は，全熟成期間を
通して9～13％の範囲であり，糠漬けの熟成は約1～2年室温で行われ，気温の高い季節に
は30。Cを越えることもあると報告している，本株の恥生成量は，特に37。Cの10％NaC1添加
の培地で著しいことから，本菌は糠漬けの全熟成期間を通してH皿生成が可能であり，特に
熟成温度が30。Cを越えた場合には比較的短期間に㎞を蓄積する可能性がある。しかし20。C
や30。Cでは37。Cでの培養と比較して㎞生成量が押さえられる傾向があると思われるので，
糠漬け熟成中の温度管理について，特に気温の高い季節にっいては熟成温度が上昇しない
ような製造法の方が食品衛生上好ましいと考えた。
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Fig．4－3．　Effectoftemperature　on　histamineformation
　　　in12％histidine　broth　by　habtolerant　and
　　　habphilic　histamine－forming　bacteria，
　　　Vめ〃osp．No．793strain　and　M　mo⑩∂η存
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Fig．4－4，　Effect　of　temoerature　on　histamine　formation
　　　in　sardine　meat　infusion　containing　l2％NaCl
　　　by　halotolerant　and　habphilic　histamine－forming
　　　bacteria，Vめ汀osp、No．793strainand
　　　M加o〆9ヨη∬IFO3638stra［n．
　次に市販マアジから240株の細菌を分離し，うち8株の好塩・耐塩性Hm生成菌を得た。
そのうちH血の生成量の強い好塩・耐塩性恥生成菌y拍rlo　No．793株と，既知のH皿生成菌の
砿皿or8朋fnFo3638株の㎞生成量を比較し，その結果をFig．4－3，Fig．4－4に示した。
Fig．4－3よりNo．793株は12％NaCl添加HdBにおける5。C～30。C培養で，顕著に㎞を生成し
たがκ盈0㎎a加fはほとんど生成しなかった。Fig．4－4に示したように12％NaC1添加した・
イワ、シ肉培地では，5℃と30。Cで好塩・耐塩性Hm生成菌は㎞を生成したが，鉱盈orga加f
は生成しなかった。したがって，糠漬けのようなNaC1含量高い食品における㎞の蓄積に
は，砿皿o㎎aπffは関与しないと考えだ。
　サバ加工品に分布する好塩・耐塩性㎞生成菌働ap毎10eoeCE5による，NaC1添加サバ肉培
地での不揮発性アミンの生成能を検討した。Table4－1に示したように，普通肉培地では・
接種前にPut，Spdが検出されたが，血合肉培地では調査しだ5種の糠漬けはいずれも検出
されなかった。好塩・耐塩性㎞生成菌接種3日後に普通肉ではTy皿，Spdを除く3種のアミ
ンが増加し，血合肉ではSpd以外の全てのアミンが増加した。6日後の普通肉では1㎞，Cad
に蓄積が顕著で，1㎞は98．7μg／m1に達し，血合肉でもSpdを除く他の全ての糠漬けが蓄積
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Table44．Non－vo1飢ileam血eproductionbyHHbacteha5む解血列oco㏄u5sp
　　　　　No．101strain血ordinary　and　darkmeatinfusions　ofsardine
　　　　　co蜘ni㎎12弼NaClat30℃
Non－volatile　amine　content（μg／m1）
Medium Incuba亘onし㎞e（days）
0 3 6
Ordinary　meat
illfusion．
Put
Cad
㎞
Ty皿
Spd
0．2
N．D．
N．D．
N．D．
0．3
O．8
0．8
18．9
N．D．
0．3
1．9
14．0
98．7
3．5
0．3
DarkmeaL
hlfusion．
Put
Cad
血Tym
Spd
N．D．
N．D．
N．D．
N．D．
N．D．
0、6
0．1
10、9
4．6
N．D．
1．3
2．3
28．9
7．7
N．D．
Put＝putrescine．Cad＝cadaverine．Hm＝histamine．Tym＝tyramine．
Spd＝spermidine．N．D．＝notdeteαed．
されたが，その量は普通肉培地の方が多かった。以上から，好塩・耐塩性H皿生成菌は高濃
度のNaC1を含む培地中で，多量の不揮発性アミンを生成出来ることが判明した。
要約
　いわし糠漬け，マアジ，サバ加工品から分離した好塩・耐塩性㎞生成菌が，高濃度の
NaClを添加した培地で不揮発性アミンを蓄積するかどうかを検討した。糠漬け由来の好
塩・耐塩性血生成菌説a助yloeoeeEssp．No．101株をNaCl10％ならびに12％添加しだHdB
に接種した。20。C培養では12％NaC1添加培地の方が㎞生成が良好で，30。Cでは10％および
12％NaC1添加培地ともほぼ同じ程度で，37。Cでは10％NaCl添加培地での㎞生成量が著しく
高く，12％NaC1添加培地では低かった。No．7株は，特に37。Cの10％NaCl添加の培地での1血
の生成が顕著であった。マアジ由来の好塩・耐塩性Hm生成菌四加fo　No．793株と，既知の
1血生成菌の風盟or8aηff　IFO3638株の㎞生成量を比較した。No．793株は，5。C～30。C培養
で12％NaC1添加HdBにおいて，顕著に㎞を生成したが，砿皿or8a丑11はほとんど生成しな
かった。No．793株は，12％NaCl添加したイワシ肉培地では5。Cと30。Cで恥を生成したが，
航皿0㎎a加fは生成しなかった。サバ加工品由来の好塩・耐塩性恥生成菌翫ap虹10eooe認
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をNaC1添加サバ肉培地に接種し，不揮発性アミンを生成するどうかを検討した。普通肉培
地では接種3日後に3種のアミンが増加し，血合肉ではSpd以外の全てのアミンが増加し
た。6日後の普通肉では㎞，Cadに蓄積が顕著で，1血は98．7μg／m1に達し，血合肉でもSpd
を除く他の全てのアミンが蓄積されたが，その量は普通肉培地の方が多かった。以上か
ら，好塩・耐塩性㎞生成菌は高濃度のNaC1を含む培地中で，多量の不揮発性アミンを生成
出来ることが判明した。
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第2節　NaCl添加マイワシの貯蔵中における好塩・耐塩性ヒスタミン生成菌の消長
　いわし糠漬け中にはH皿含量が高い製品があり，市販糠漬け中には好塩・耐塩性㎞生成菌
が付着していること，好塩・耐塩性㎞生成菌が市販赤身魚加工品に付着していることを既
に述べてきた。そこで本節では，好塩・耐塩性㎞生成菌がNaC1含量の比較的高いイワシ加
工品において㎞を蓄積する可能性を検討するため，第2章第2節で行った2種類の塩漬け
法で塩蔵した魚肉の，貯蔵中における総㎞生成菌数，好塩・耐塩性Hm生成菌を検討し，第
2章第2節での不揮発性アミン蓄積と㎞生成菌の消長の関連を検討した。
実験方法
　試料＝市販のマイワシを用いた。
　塩蔵法＝第2章第2節と同様に行った。
　NaC1量＝第2章第1節と同様に測定した。
　pH＝試料に5倍量の蒸留水を加え十分にホモジナイズした後，pHメーターで測定した。
　全菌数：第2章第3節と同様に測定した。
　Hm生成菌数の測定　全H皿生成菌および好塩・耐塩性1㎞生成菌数にっいては，以下のよう
に行った。すなわち第2章第3節と同様な方法で調製した10倍段階希釈液の1m1ずつを50
％A．S．W．一HdB（Okuzumi　eむa1，1984）およびこれを基礎培地としてNaC1を12％濃度となる
ように添加した2種類の培地に接種し，50％A．S．W．一HdBの方は35。Cで6日間，12％NaC1－
HdBは35。cで14日間培養した。培養後の㎞の検出は，schutz就a1．（1976）の方法によりシ
リカゲル60（Merck）の薄層クロマトグラフィーによった。展開溶媒はアセトン＝・アンモ
ニア水（95＝5）で行った。㎞検出はニンヒドリン（0．1g／100mlアセトン）で行った。㎞
が生成された最高希釈段階溶液中には，少なくとも皿1当たり1以上のH皿生成菌が存在する
と考えた。もし12％NaC1－HdB中で㎞が生成されれば，その㎞生成菌は好塩・耐塩性㎞生成
菌と考えた。m1当たりの全H皿生成菌数および好塩・耐塩性Hm生成菌数は，その最高希釈段
階数から算出した。
結果及び考察
pH及び全生菌数　市販マイワシコンボジット試料の貯蔵中におけるpH及び全生菌数の変化
を，Table4－2に示した。pHは貯蔵前には6．02～6．15であり，これに食塩を2％添加して30
。C2日後にはpH6．10～6．63に増加した。また食塩12％を添加し，30。C10日間貯蔵後にはpH
6．13～6．30とやや増加した。本研究においても貯蔵中におけるpHの上昇傾向はこれまでの
報告（山中ら，1985）と一致し，上昇する割合もNaC1濃度が高いほど低かった。全菌数は，
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Table4－2．Changes　inpH：and　totalviablecoun』ts　inthe　meat　of　sardine
　　　　　withaddi廿onofNaCldu血gstorageat30℃
Sample　Sめrage　　　PH
No、　time（days）NaC12％　NaC112％
To副viable　counts（cfu／9）
2劣　NaC112％
1
2
3
4
5
0
2
10
0
2
10
0
2
10
0
2
10
0
2
10
6．02
6．32
6．11
6．2タ
6、07
6．10
6．09
6．29
6．15
6．63
6．02
6．14
6．11
6．30
6．07
6．13
6．09
6．17
6．15
6．16
1．3×105
1．1×108
2．4×104
1．2×108
1．5×104
4．7×108
1．5×104
1．4×108
5．5×104
8．0×107
1．3×105
2．5×107
2．4×104
5．3×108
1。5×104
1．3×104
1．5×104
1、1×108
5．5×104
5．5×107
・＝compositesamplesofs鍵d血emsclewithaddi廿onof20r12％NaC1．
貯蔵前104～105cfu／gであったものが，NaC12％添加区では貯蔵後に107～108cfu／gまで増
加し腐敗に達した。NaC112％添加区でも生菌数は上昇したが，いずれの試料からもNaC1
2％添加区貯蔵試料のように，強い腐敗臭は感じられなかった。ところで市販糠漬けの
NaCl含量は第2章第1節で述べたように12％程度であるが，糠漬けのNaC1量にほぼ匹敵す
るほどのNaC1を添加したイワシ肉について，貯蔵中の生菌数の変化を調べた報告は見当た
らない。このように貯蔵中に増加した細菌は，耐塩性細菌であろうと考えられた。
　貯蔵中における全㎞生成菌および好塩・耐塩性Hm生成菌数の変化をTab14－3に示した。
全H皿生成菌は，貯蔵前ではいずれの試料も102／g以下であったが，NaC12％添加区の貯蔵
後に106／g以上に増加した。しかしNaC112％添加区の貯蔵後では2試料が103／g以上に増加
した。ところで，赤身魚中で多量の㎞を生成するにはHm生成菌が107／g以上必要であると
いわれる（Okuz㎜i　eむa1．，1982）が，NaC112％添加区での㎞生成菌はいずれも105／g以
下であったので多量の㎞が蓄積されるとは考えにくい。しかしこのよう．にNaC112％添加
区でも貯蔵中に全㎞生成菌数が，1試料でも104～105／gに増加した試料が認められたこと
は，貯蔵期間をさらに延長すれば，全㎞生成菌数が増加することが予想された。与口ら
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Table4－3．Cha㎎lesillnumbersofhistam血．e－formingbacte直ainthemeat
　　　　　　　withaddiUonofNaClofsardinedud㎎st・rageat30℃
Number　of　histamjlle－formi㎎bacteda（／g）
　　　　StorageSample
　　　　　timeNo．
　　　　（days）
NaC12％1 NaC112％1
Tota1＊2Halotolerant＊3To圃＊2　　H：alotolerant＊3
1
2
3
4
5
0
2
10
0
2
10
0
2
10
0
2
10
0
2
10
〈10
106－107
10－102
107－108
＜10
107－108
＜10
107冒108
10－102
107－108
＜10
102－103
〈10
106－107
〈10
107－108
＜10
10－102
10－102
102冒103
〈10
104－105
10－102
103－104
〈10
1α102
〈10
1α102
10－102
102冒103
〈10
104－105
10－102
103冒104
＜10
10幽102
＜10
10－102
10－102
102－103
・1＝composite　sam：ples　of　sard血emuscle　with　addition　of20r1295NaC1．
＊2：totalhistamine－formi㎎bacteria．
・3＝halotoleranta且dhalophiHchistamine－formi㎎bac面awhichgrowin12錫
　NaCI　broth．
（1990b）は，マサバを25。C24時間貯蔵した場合，好塩性細菌であるN菌群細菌およびC菌群
細菌により㎞が蓄積されたと報告している。さてN菌群細菌は30℃で発育しない菌株が多
く，NaC1濃度7％でも発育しない（Okuz㎜iθむa1．，1981）が，C菌群細菌の至適温度が30～
35。Cであり，NaCl濃度7％でも発育しうる（与口ら，1990a）という。しかしC菌群細菌が，
NaC1濃度12％での発育するか否かについては不明である。0㎞z㎜i　eむa1．（1990）は，マア
ジ肉を30。Cで25時間貯蔵すると，その細菌フローラはC菌群細菌を含むレfわrfoηaeθaeが優
勢であったことを報告している。したがって本研究でのNaC12％添加区では，主にC菌群
細菌により㎞が蓄積されたと考えられた。なお好塩・耐塩性H皿生成菌としてレf加fo，
甜a助yloeoecπs，P3θ面o盟oηasHI／IV－NHの存在を既に述べてきた。そこで本研究でのNaC1
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12％添加区では，主にこうした好塩・耐塩性㎞生成菌により貯蔵中に㎞が生成されたと考
えられた。したがってNaC12％添加では主にC菌群細菌に，NaC112％添加区では好塩・耐
塩性血生成菌が不揮発性アミンを生成したと考えた。
　つぎに塩蔵法2で処理したマイワシの新鮮時ならぴに塩蔵後の全菌数，i血生成菌数を
Table4－4に示した。新鮮時の全1㎞生成菌数はいずれの試料も102／g以下，好塩・耐塩性i㎞
生成菌数は1試料が102／g以下で，他の3試料は10／g以下であった塩蔵後の全血生成菌数は
108／g以上に増加した。好塩・耐塩性㎞生成菌数は，103／g以上に増加した試料が2試料あ
り，他の2試料は102／g以下であった。前節で市販マイワシミンチ肉にNaC1を12％添加し，
30。C，10日間貯蔵すると一部試料の好塩・耐塩性㎞生成菌数及ぴ不揮発性アミン量が増加
したことを述べた，本節での塩蔵でも前節と同様に，好塩・耐塩性㎞生成菌の増加傾向が
認められた。
Table44．Cha㎎les　in　number　ofhistamine－fomli㎎bacteriainfresh
　　　　　　and　cured　meat　of　sardine
SamPle
No．
Nuエnberofhis励血e－formiねgbacteda（／9）
Totaf1 Halotolerant1＊2
Fresh
1
2
3
4
10－102
〈10
10－102
＜10
10－102
＜10
＜10
＜10
Cured累3
1
2
3
4
104－105
104－105
103－104
103－104
103－104
104－105
〈10
10－102
＊1：totalhistamine－formingbacteria．
・2＝haloし01era証tandhalophi五chistamine－formi㎎bac面awhichgrowin12％
　NaCl　broth．
・31、㎝redin15％NaClbrineat30℃f。r14d昭s．
ところでokuzumiθむa1．（1990）は，30。cで貯蔵したマアジ肉から分離したP5θ掘o盟o盈a3
111／IV－NHは，オルニチンを脱炭酸し，”加10はアルギニンを，助o加わac加rf㎜はアルギ
ニンとリジンを脱炭酸することも報告している。したがって本研究でのNaC12％添加区で
のアミンの生成に関しても，Psθ面o盟o丑a5111／IV－MI，”めrfo，C菌群細菌を含む
助o加わae加rf㎜が主に関連したと考えた。また12％NaC1添加区のアミン生成には，好塩・
耐塩性㎞生成菌が関与したと考えた。以上より水産加工食品中で特に恥含量が高く，また
Put，Cad，Ty皿も比較的多く含むと報告されている糠漬けでも，その熟成中に好塩・耐塩
性血生成菌による不揮発性アミン蓄積の可能性が示唆された。
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要約
　好塩・耐塩性H血生成菌がNaCl含量の比較的高いイワシ加工品において㎞を蓄積する可能
性を検討するため，マイワシを異なる2種類の塩蔵法で塩蔵した塩蔵魚肉を貯蔵した場合
の，貯蔵中の総H皿生成菌数，好塩・耐塩性㎞生成菌数及び不揮発性アミンの消長を検討し
た。マイワシコンボジット試料をふり塩塩蔵法で塩蔵した場合，貯蔵前pHは6．02～6．15
で，これにNaC1を2％添加して30。C2日後にpH6．10～6．63に，NaCl12％を添加し30。C10日
間後のpH6．13～6．30と増加した。　貯蔵前の全菌数は104～105cfu／gで，NaCl2％添加区で
は貯蔵後に107～108cfu／gまで増加した。NaC112％添加区も生菌数は上昇した。貯蔵中に
おける全H血生成菌および好塩・耐塩性Hm生成菌数は，貯蔵前では102／g以下で，NaC12％
添加区の貯蔵後には106／g以上に増加し，NaC112％添加区では2試料が103／g以上に増加し
た。つぎにたて塩塩蔵法で処理したマイワシの新鮮時ならびに塩蔵後の全菌数，1㎞生成菌
数を調査した。新鮮時の全恥生成菌数はも102／g以下，好塩・耐塩性Hm生成菌数は1試料が
102／g以下で，他の3試料は10／g以下で，塩蔵後に全㎞生成菌数は108／g以上に増加した。
103／g以上に好塩・耐塩性H皿生成菌数が増加した試料が2試料あり，他の2試料は102／g以下
であった。
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第3節いわし糠漬け製造過程における好塩・耐塩性ヒスタミン生成菌数及び不揮発性ア
ミンの消長
　これまで述べてきたようにいわし糠漬けの不揮発性アミン蓄積の原因菌として，好塩・
耐塩性㎞生成菌の関与が考えられた。なお既に水産加工品や海産魚に好塩・耐塩性H皿生成
菌として説aρ虹10coccEs，岨eroeoooπ3，rfbrlo，P3eEdo盟oπa3Hl／IV－NH，P3e掘o盟oηas
IlI／IV－Hが分布し，好塩・耐塩性恥生成菌は高塩分濃度環境下で不揮発性アミンを生成で
きることを明らかにしてきた。そこで本節は，好塩・耐塩性血生成菌が，実際糠漬け製造
過程でアミンを生成するかを明らかにする目的で，伝統的製造法で糠漬けを製造した場合
の製造過程における好塩・耐塩性Hm生成菌数の変化ならびにアミンの消長を検討した。
実験方法
　試料＝いわし糠漬けは、鳥取県境港に水揚げされだウルメイワシ（Eか㎜eロs加rθ5）を
原料とし，石川県美川町の加工業者により1992年1月下旬に加工されたものである。原料
の塩漬けは，原料魚に対し約35％の食塩を使用し2月上旬まで10日間行った。糠への漬け
込みは，2月上旬から室温で6ヶ月間行った。なお4ヶ月後の試料は，糠の上から取りだし
たものを使用し，6ヶ月後の試料は再び蓋を重石をして漬け込んだものを使用した。原料
魚はフィルム包装し，一18。Cで実験室に輸送されたもので，塩漬け後及び熟成中の試料
は，室温で輸送されたものを使用した。実験室に送付された試料のうち1尾は生菌数測定
及び　好塩・耐塩性㎞生成菌数の測定に，残り9尾は可食部を良く混合し，不揮発性アミ
ン含量，NaC1含量の測定及び好塩・耐塩性㎞生成菌の細菌フローラの解析に使用した。．
　NaC1含量＝第2章第1節と同様に測定した。
　全菌数測定：第2章第3節と同様に行った。
　好塩・耐塩性Hm生成菌数の測定＝前節と同様に行った。
　好塩・耐塩性㎞生成菌の分離及び同定：好塩・耐塩性㎞生成菌の分離は，以下のように
行った。試料20～30gを12％NaC1含有HdB3000m1に接種し、㎞生成が認められるまで
35。Cで好塩・耐塩性Hm生成菌を増殖培養し，この培養液から第2章第3節の手順で好塩・
耐塩性㎞生成菌を分離し同定した。
　不揮発性アミン＝試料10gにっいてHPLC法（井部ら，1991，Ibe　eむa1．，1991）で測定
した◎
実験結果及ぴ考察
いわし糠漬けの原料，塩蔵処理後，熟成4ヶ月後及ぴ6ヶ月後のいわしの各試料のNaC1
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含量，全菌数，全㎞生成菌数及び好塩・耐塩性㎞生成菌数の消長をTable4－5に示した。原
料いわしの全菌数は104cfu／gで，全Hm生成菌数及び好塩・耐塩性㎞生成菌数はいずれも
102／g以下であったが、今回製造に用いた原料には好塩・耐塩性㎞生成菌が付着してい
た。なお原料魚は，一30。Cの冷蔵庫に保存されたものを使用し，製造日に流水中で解凍
し，魚体の外観上の鮮度は非常に良好であった。この原料を塩漬けした後のNaC1含量は
13．5％で，市販製品とほぼ同じ含量（和田ら，1982，張ら，1991〉であった。塩蔵後の全
菌数，全㎞生成菌数及び好塩・耐塩性Hm生成菌数は増加しなかった。4ヶ月熟成させた試
料のNaC1含量は塩蔵後の含量と比較して変化しなかったが，全菌数は105cfu／gに増加し，
全H皿生成菌数及び好塩・耐塩性H皿生成菌数も10z／g以上に増加した。熟成6ヶ月後にNaC1含
量がわずかに減少し，全菌数は106cfu／gに増加し，全好塩・耐塩性H皿生成菌数は104／g以上
に増加した。糠漬けの熟成には北陸地方特有の高温多湿の夏を経ることが必要であるが，
夏を経過した試料のアミンの蓄積が著しく，好塩・耐塩性㎞生成菌は夏に増加してアミン
を生成すると考えた。
Table4－5．　　Changes　j』n　NaCl　con』記nt，bDtal　viable　counts，the　number　of　to回
　　　　　　histamine－for皿i㎎bacte且a，thenumberofhalotolera五thistamine－
　　　　　　fornl圭ng　bacteria（HH：bad£ria）andnon－volaLile　an廿ne　conten』t5血
　　　　　　meat　du且㎎山e　processing　of　fermen』ted　sardine　with　t霊ce－bran
　　　　　　（FS：R）
Raw
sard血e
Salted
sardine
FSR　for　　FSR　for
4mon比s　6mo皿山s
NaClcontent（％）
To圃viable　coullts（cfu／g）
Number　of　t｛）tal　histan血e－
formingbacteria（／9）
Number　of　HI｛bacteda＊／g）
Putrescine；Put（㎎／1009）
Cadave盛nelCad（mg／1009）
His㎝hle；Hm（mg／100g）
Tyram血e；丁夕m（㎎ノ100g）
Sper血d血el　Spd（mg／100g）
2、4×104
10－102
10－102
N．D．
N、D、
N．D．
N．D．
．2
　13．5
7．6×104
10－102
10－102
0．5
N．D．
1、2
N．D．
0．2
　13．5
7．4×105
102－103
102－103
　0．2
　1．6
　1．3
　1．3
　0．3
　13．0
1．3×106
104－105
104－105
12．6
　1．8
87．8
39．6
0．2
・＝halotolerant　an．d　halophilic　histamine－forming　bacteria　which　grew　iln12％
　NaCIbroth．　　　N、D．＝notdetected．
　製造過程でのアミンの消長をTable4－5に示した。原料魚からはSpd以外のアミンは検出
されず塩漬け後にPut及ぴHmを検出した。熟成4ヶ月後にCadやTy皿が検出し，H皿含量は
塩葺後と変わらず，Put含量は塩蔵後よりやや減少した。熟成6ヶ月後に，Put、H皿及ぴT5m
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含量が急増し，Cad含量は漸増した。なおSpd含量は製造過程中に増減しなかった。市販糠
漬け中でアミン含量の多い製品があるが，こうした製品は，その製造過程で好塩・耐塩性
Ilm生成菌数が104／g以上に増加した結果，アミンが蓄積されたと考えた。
Table4－6、Iden虹ficationofhalotoleranむhistamine∈formingbacte且a（HHbacte且a）
　　　　　isolatede　from　raw　sardine　and　fermented　sardine
　　　　　with　dce－b㎜（FSR）：for6months
Group s即姻ひ　M1αロー
co卿5　　σo㎝5
Wb血Oo
P5θudo－　P5θロ‘∫o－
mo螂III1　拠o螂III／
IV－NH　　IV－H
Numbαof　iso1鷹s
ffom，raw　s鍵dine
Number　of　isolates
ffomFSR
5
9
4
3
2
3
3
0
1
0
Shape
Gra皿s凱㎞
Oxidase
Cata．1ase
Acid　fro皿Aerobically
91ucose　Anaerobically
Gas　from　glucose
H2S　producUon
Luminescence
Growth　in　O％NaCl
　　　　Malachite　greell
　　　　MethyleneblueSensiUvi y
　　　　Penicillin
I｛iStamine　fOrmaしiOn
C
十
十
十
十
十
NE
NE
NE
十
C
十
十
十
NE
NE
NE
十
R
十
十
十
十
NE
NE
NE
十
R
十
十
十
十
十
R
十
十
十
十
十
R＝rod．　C＝coccus．NE＝not　exam．血ed．
　つぎに原料魚及ぴ熟成6ヶ月後の試料からそれぞれ15株の好塩・耐塩性H皿生成菌を分離
し，これらを同定した。原料魚に分布する好塩・耐塩性㎞生成菌の種類は，Table4－6から
5ね画ylooooe認、班croooce麗3，7拍rlo，P3θ掘o盟om3111／IV－NH，P3θπdo盟omsllI／IV－Hの
5種類であった。6ヶ月後の好塩・耐塩性Hm生成菌の種類は，Table4から3種類に減少し，
翫a助ylocoeeロ3が優勢で他に岨eroooeOE5及び”加foが分離されたが，Psθ認o盟o澱3は分離
されなかった。熟成後の好塩・耐塩性H血生成菌のフローラは翫a画ylocoec認が優勢で，熟
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成中に主に作用してアミンを蓄積する好塩・耐塩性Hm生成菌は翫a助ylooooeπ5と考えた。
しかし好塩・耐塩性㎞生成菌としてのy拍五〇は水産加工品に分布し，本研究でも原料魚や
熟成後に分布していたので，糠漬け熟成中にy1わrloによるアミンの蓄積の可能性も考えら
れた。なお、夏を経過した試料で好塩・耐塩性㎞生成菌数の増加及びアミンの蓄積を認め
たので，糠漬け製造過程で熟成温度が高くなると好塩・耐塩性Hm生成菌が増加しアミンを
生成する製品中に蓄積することがあると考えた。
要約
　好塩・耐塩性㎞生成菌が，いわし糠漬け製造過程で不揮発性アミンを生成するかどうか
を明らかにするため，石川県美川地方に伝わる伝統的製造法で製造した試料を用いて好
塩・耐塩性H皿生成菌数の変化ならびに不揮発性アミンの消長を検討した。その結果原料の
好塩・耐塩性㎞生成菌数は102／g以下で，塩蔵中に好塩・耐塩性血生成菌数は増加しな
かったが，室温で4ヶ月発酵後には102／g以上，6ヶ月発酵後には104／g以上に増加した。な
お原料魚からはSpd以外のアミンを検出せず，塩漬け後と4ヶ月後のアミン生成はわずか
で，6ヶ月後にはPut、1血及ぴTym含量が急増した。原料魚に分布する好塩・耐塩性㎞生成
菌の種類は，5むa画yloeoocπ3、附oroeoceπ5、励rfo、P3θH40盟oηas　m／IV－NH、
Pse面o盟o聡s　III／IV－Hの5種類で，6ヶ月後には翫a画yloooooπ3，旋erocoeeη5及びy茄rfo
の3種類に減少し，Pseロdo卿msは分離されなかった。
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第4章要約
　好塩・耐塩性H皿生成菌が高濃度のNaC1を添加した培地で，不揮発性アミンを蓄積するか
どうかを検討した。いわし糠漬け由来の好塩・耐塩性㎞生成菌翫ap虹10eoeo認sp。
No．101株は，20。Cでの12％NaC1添加ヒスチジン培地の方が10％より多量の㎞を生成し，30
。Cでは10％と12％NaC1添加培地ともほぼ同じ程度の恥を生成し，37。Cでは10％NaC1添加培
地で著しく多量の血を生成したが，12％NaC1での生成量は低かった。なおNo．7株の㎞生成
量は，特に37。Cの10％NaC1添加の培地で顕著であった。マアジ由来の好塩・耐塩性H皿生成
菌”加10No．793株と，既知の恥生成菌の阻皿or8刎ff皿03638株の恥生成量を比較した。
No．793株は5。C～30。Cで，12％NaCl添加Hd3において顕著に㎞を生成したが，砿血or8aηf1
はほとんど生成しなかった。No．793株は5。Cと30。Cで12％NaC1添加イワシ肉培地で，1㎞を
生成したが鉱皿or8a加1は生成しなかった。サバ加工品由来の好塩・耐塩性H皿生成菌
5むa助ylooooeπ5をNaC1添加サバ肉培地に接種し，アミンを生成するどうかを検討した。普
通肉培地では接種3日後に3種のアミンが増加し，血合肉ではSpd以外の全てのアミンが
増加した。6日後の普通肉では1㎞，Cadに蓄積が顕著で，1㎞は98．7μg／m1に達し，血合肉
でもSpdを除く他の全てのアミンが蓄積されたが，その量は普通肉培地の方が多かった。
以上から，好塩・耐塩性Hm生成菌は，高濃度のNaC1を含む培地中で，多量のアミンを生成
出来ることが判明した。
　好塩・耐塩性H皿生成菌がNaCl含量の比較的高いイワシ加工品で㎞を蓄積する可能性を検
討するため，マイワシを2種類の塩蔵法で塩蔵し，貯蔵中における魚肉の総㎞生成菌数，
好塩・耐塩性恥生成菌数及び不揮発性アミンの消長を検討した。ふり塩で塩蔵した場合，
塩蔵前の全Hm生成菌，好塩・耐塩性Hm生成菌数はいずれも102／g以下で，NaC12％添加区
の貯蔵後に106／g以上に増加，NaC112％添加区では2試料が103／g以上に増加した。たて塩
法での貯蔵前の全㎞生成菌数は，102／g以下，好塩・耐塩性㎞生成菌数は1試料が102／g以
下で，他の3試料は10／g以下で，塩蔵後に全恥生成菌数は108／g以上に増加し，2試料の好
塩・耐塩性㎞生成菌数は103／g以上に増加した。
　つぎに好塩・耐塩性Hm生成菌が，糠漬け製造過程でアミンを生成するかどうかを明らか
にするため，伝統的製造法で製造した試料を用いて好塩・耐塩性H皿生成菌数の変化とアミ
ンの消長を検討した。原料の好塩・耐塩性H皿生成菌数は102／g以下で，塩蔵中に好塩・耐
塩性H皿生成菌数は増加しなかったが，室温で4ヶ月発酵後には102／g以上，6ヶ月発酵後に
は104／g以上に増加した。なお原料魚からはSpd以外のアミンを検出せず，塩漬け後と4ヶ
月後のアミン生成はわずかで，6ヶ月後にはPut、㎞及びTy皿含量が急増した。原料魚に分
布するHH菌の種類は，5tap毎10eoecE3、班eroeoec囎、四わrfo、P3θEdo卿ηa5111／lV－NH、
Psθロdo盟o丑as　III／IV－Hの5種類で，6ヶ月後には5むa加yloeooeαs，岨oroeoooE3及び”加fo
の3種類に減少し，PεθEdo盟o丑asは分離されなかった。
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第5章　いわし糠漬け熟成過程で添加される差し汁（塩汁）による魚肉の分解性
緒論
　前節までに好塩・耐塩性㎞生成菌が，いわし糠漬け熟成中に不揮発性アミンを生成す
ることを指摘してきた。しかし糠漬け熟成中の変化には好塩・耐塩性㎞生成菌によるアミ
ン蓄積だけでなく，塩汁が作用することで成分変化が起こるとが予想された。そこで本章
では塩汁の魚肉の分解性を調査し，塩汁の役割を検討した。本章では，塩汁をプロテアー
ゼの給源として考え，熟成中に塩汁の作用で魚肉中に生成される物質に着目した。そこで
まず熟成中の変化を加速する因子をさぐる目的で，高温条件下での熟成品の窒素成分の消
長を検討した。さらに魚肉タンパク質分解要因としての塩汁中のプロテアーゼの特徴を解
析するため，熟成モデルでの塩汁の魚肉分解性を検討した。なお塩汁は，筋肉と内臓由来
のプロテアーゼの混合物であり，熟成に関与するのは高濃度のNaCIでも活性が阻害されな
いプロテアーゼを含むと考えた。そこで本研究では、塩汁の役割を理解する目的で，それ
らの製造工程中における化学成分組成の変化を比較検討した。塩汁プロテアーゼの特徴を
解析するため，塩汁，内臓，筋肉のプロテアーゼの特徴を比較し，さらに塩汁プロテアー
ゼによる魚肉タンパク質加水分解のメカニズムを検討し，糠漬け熟成に関与する塩汁中プ
ロテアーゼの種類を明らかにした。
第1節　高温条件で熟成したいわし糠漬けの窒素成分の消長
　熟成中に添加される塩汁プロテアーゼが，熟成中に重要な役割を演じていると考えた。
そこで，塩汁の役割を明らかにするため，熟成温度が熟成速度を加速する因子であるかど
うかを検討した。なお山瀬ら（1973）は，高温条件で製造した糠漬けのpH，乳酸量，乳酸
菌数，カビ・酵母数の変化や官能検査から，高温熟成品は市販製品に比べて同等の品質で
あると報告しているが，高温熟成品の品質にはなお不明な点も多い。なお一部の糠漬け製
造業者のは，既に高温熟成法を糠漬け製品の熟成期問の短縮に利用しているという。本節
では，高温熟成品と通常熟成品の窒素成分，生菌数の消長，官能検査で比較し，高温条件
が熟成促進因子であるかどうかについて，さらに熟成後の品質にっいて調査した。
　　　　　　　　　　　　　　材料ならびに方法
　試料＝使用したカタクチイワシ（翫r㎜e聡皿1eropロs）は，1993年5月に頭と内臓を
除去し，魚体に対して35％の食塩で10日間塩蔵したものを，石川県美川町の加工業者の温
蔵庫（30。C，相対湿度80％）中で熟成させた。糠漬けは，経時的に同じ木桶の上部より採取
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した。市販糠漬けは，同じ業者が室温で6ヶ月熟成させた同一の木桶より同様に採取し
た。
　水分，NaC1量，pH，Tm－N，VBN：水分，NaC1量はAOAC法（Association　of　Officia1
　　　　　 グ　コマリド1㎞alytical　Che皿ists，1980）に準じて測定した。pHは第2章第1節と同様に測定した。
Tm－NはDyer法を改変した橋本ら（1957）の方法で行った。VBNはConway法（日本薬学会，
1990）で測定した。
　全窒素，非タンパク態窒素，アミノ態窒素＝全窒素（TN）：魚肉0．5gを用いてミクロケ
ルダール法で測定した。非タンパク態窒素（NPN）は，トリクロロ酢酸（TCA）で抽出後測定し
た。すなわち魚肉10gを5．5％TCA45皿1とともにホモジナイズした。これを3．000rpmで遠
心分離しその上清をろ過した。残さに再び5％を40皿1加え遠心した。この上清をろ過し，
初めの炉液と混合しだ。この混液を5％TCAで100m1にメスアップしこのうち10皿1をミクロ
ケルダール法で測定し，NPNとした。
アミノ態窒素（1㎞ino－N）＝ホルモール滴定法（平，1989）で測定した。
　不揮発性アミン＝第4章第3節と同様に行った。
　生菌数＝試料10gを滅菌生理食塩水90m1で2分間10．000rp皿でホモジナイズした。こ
の希釈液O．1皿1について，全菌数（TBC）は2．5％NaC1を添加した標準寒天培地（日水製薬，
東京〉で20。C，7日後に，カビ・酵母数（四C）はポテトデキストロース寒天培地（栄研化
学，東京）で25。C，7日後に，乳酸菌数（LAC）はBCP加プレートカウント寒天培地（栄研
化学，東京）で37。C，7日後にコロニー数を測定した。
　官能検査：官能評価は，45人のパネルにより行った。それぞれの評価項目は，非常に悪
い（一3）から非常に良い（＋3）までで評価した。官能検査に用いた試料は，温醸法は100日
熟成品を，市販品は6ヶ月間前述の加工場にて室温で熟成したものを使用した。色の評価
に際しては，糠漬けを炭火で調理したもので評価しだ。
結果ならびに考察
　Table5－1に高温熟成品の熟成中の魚肉の水分，NaC1含量，pHの消長を示した。熟成中に
水分は4．8％低下し，100日後には市販品よりも低くなった。　江原ら（1995）は，塩汁の添
加による熟成1ヶ月後に魚肉の水分量が増加すると報告している。本研究では，熟成過程
を通して水分は減少傾向にあった。したがって，塩汁の添加による水分量の増加が仮に
あったとしても，糠による脱水効果が顕著であったと考えた。また熟成中にNaC1含量は，
第4章第3節で示したように低下し，高温熟成法では4．9％低下した。山瀬ら（1973）も熟
成過程でのこのようなNaC1含量の低下傾向を指摘している。高温熟成100日後では，市販
品よりもNaC1含量は低かった。pHは塩漬け時の5．79から，熟成中に5．20まで顕著に低下
し，100日後では市販品より低かった。山瀬ら（1973）は，高温で熟成させた糠漬け肉の急
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Table5－L　Cha㎎esinMoisture，NaCIconte11t，andpHhlthe
　　　　　　meat　of　fermented　sardine　with　rice－bran．（FSR）by
　　　　　　warmedbrewing
Fer皿en競斌ion
pedod
（days）
0 10 30　40　60　70　100Commercial
　　　　　　　　　　　　　　　　　FSR
Moisture（％）
NaC1＊（％）
pH
55．8　　55．8　　54．3　　52．0　　53．0　　51．1　　51．O
31．2　　28．9　　29．1　　27。7　　27．7　　26．2　　26．3
5．79　　5．62　　5．40　　5．38　　5、22　　5．20　　5．20
52．2
29．O
5．3
＊：on　a　dry　basis、
速なpHの低下を観察し，本研究でも同様な傾向を認めた。なおフグの卵巣糠漬けでも，塩
漬け時より糠漬け時の方がpHが低いことが観察されている（Kobayashi砿a1．，1999）。
　高温熟成における魚肉の丁阻一N，VBN，NPN／TNの消長をTable5－2に示した。熟成中に
丁幽一Nは3．13㎎／100gに増加したが，100日後の丁幽一Nは市販品よりも低かった。丁幽一Nと
冊Nは鮮魚の新鮮さの指標として使われている。To皿iyasu就a1．（1956）はタラの一種は
魚の丁幽一N値が1～5㎎／100gに達する場合，初期腐敗に達すると報告している。本研究
で見られた熟成100日後のような高い丁阻一N値は，初期腐敗を意味するものではない。冊N
は10日間で急激に増加，その後徐々に増加し100日後に164．6㎎／100gに達した。熟成前
Table5－2．ChangesinVBN，non－protdnnitrogen（NPN）／totalnitrogen（TN），
　　　　　and　A血no－N／totalnitrogen（TN）inthe　meatoffermented　sardine
　　　　　with　rice－bran．（FSR）by　warmed　brewi㎎
Fer皿en励on
period
　　　（days）
0 　　　　　　　　　　　　　　　　　CommerciallO　　　　30　　　40　　　60　　　70　　　100　　　　　　　　　　　　　　　　　　　FSR
　TMA－N＊
（mg／100g）
　VBN＊
（mg／1009）
　NPN／TN
　　（％）
Amino－NITN
　　（％）
0．35　　0．69　　1．60　　1．65　　2．22　　2．03　　3．48　　　9、98
64．6　　147．8　156．7　162．9　161、～要　166．7　164．6　　205．0
9．0　　　7．9　　　8．6　　　12．4　　13．7　　13、0　　19．9　　　29．8
1．4　　　1、7　　　3．1　　　4．3　　4、6　　5．2　　　6．27 7
＊：onadrybasis．
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の冊N値は市販品より低く，NPN／TNと1㎞ino－N／TN値も市販品より低かった。山瀬ら（1973）
は，市販品のNPN／TNは熟成中に25～30％，a皿ino－N／TNは10．6％に達すると述べている。
これは高温熟成100日後のNPN／TNとa皿ino－N／TNは，既報の数値より低いことを示してい
る。江原ら（1995）は，魚肉タンパク質が糠と麹のプロテアーゼで小さなサイズのフラグ
メントに分解されると報告している。本研究では，NPN／TNとa皿ino－N／TNの増加は，一部糠
や麹の酵素に原因していると考えた。なお塩汁は，通常水で希釈され差し汁として熟成中
に適宜添加される。この塩汁は，筋肉と内臓由来酵素を含むので，塩汁中の酵素も糠漬け
魚肉タンパク質を分解していると考えた。Table5－3に高温熟成時の糠漬け魚肉のアミン
含量の消長を示した。1血以外のアミンが，熟成前の試料から検出された。H皿とTy皿は明ら
かに増加したが，P皿tやCadはわずかに増加し，Spdの熟成中における明らかな変化は認め
Table5－3．Changes血non－volatile　aminecontentsinthemeatoffermenlted
　　　　　　sard血e　with　hce－bran．（FSR）by　warmed　brewi㎎
Fermen伽on　peHod　　　　　　　　　　O　　　da　s
　　　　　　　　　　　　　　　　　Commercial10　　　30　　　40　　　60　　　70　　　100　　　　　　　　　　　　　　　　　　　FSR
　　　　　＊Putresc血e
　　　　　＊Cadaverhle
　　　　　＊Histamine
　　　　　＊Tyramine
　　　　　＊Spermidhle
0．25　0．34　0．98　　1、65　1．13　　1．3～要　1．14
0．07　　0．02　　0．04　　0．13　0．06　　0．08　　0．14
0．90
、18
N．D．0．72　5、10　5．17　5．96　5．48　10．80　　4．64
0．32　　0．77　　1、73　　2．65　　2．62　　2．70　　3．18
O．23　　0、29　　0．37　　0．33　0．23　　0．25　　0．26
2．78
0．33
＊mg／lOOg　on　adrybasis
Table5－4、Changesintotalviablecounts，yeastandmoldcounts，and
　　　lacticacidbactedalcountsinthemeatoffermen』tedsardinewith
　　　直ce－bra【し（FSR）by　warm．ed　brew㎎
Fermen励on
periOd　（days）0 10 30 40 　　　　　　　　　Commercia160　　70　　100　　　　　　　　　　　FSR
Total　viable　　1．5×
count（cfu／9）　　　105　・
Yeast　and　m，01d　6．7×
count（cfu／9）
Lactic　acid
b勃ctedal
count（cfu／9）
102
3．3×
102
1．8×
105
4．6×
103
7、8×
103
1．5×
107
4．6×
105
2．4×
104
2．1×
107
4．7×
105
L9×
108
7．1×
105
L7×
108
9．0×
105
1．2×　　1．9×．3．9×
105　105　106
8、2×
107
1．7×
105
3．0×
106
2．2×
107
6．3×
105
7．9×
103
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られなかった。100日熟成後のアミン含量は，市販品と同レベルであった。熟成過程での
㎞のレベルは，アレルギー様食中毒が発症するレベルである100㎎／新鮮肉100g（Arnold
eむa1．，1978〉よりも低かった。糠漬けの熟成温度が高い場合，好塩・耐塩性Hm生成菌が
魚肉中にアミンを蓄積する可能性をこれまで指摘してきた。しかし本研究で，高温熟成で
の明らかなアミンの蓄積を認めなかった。なお㎞の許容レベルは10㎎／100g鮮魚（ArnoIU
eむa1．，1978）と報告されているので，100日熟成後の試料は安全で許容できるものと考え
た。Table5－4に熟成中の魚肉のTBC，四CならびにLACの消長を示した。熟成前のTBCは
105cfu／gレベルであり，100日後に107cf皿／g以上に増加した。第4章第3節で市販糠漬け
熟成前のTBCは7．6×104cfu／gでそれが6ヶ月後に1．3×106cfu／gに達することを示し
た。TBCは1ヶ月以内に市販品と同じレベルまで増加した。熟成前の『㎜Cは102cfu／gのレ
ベルであったが，30日後に105cfu／gのレベルに達した。なお四Cもまた1ヶ月以内に市販
品と同じレベルまで増加した。熟成前のLACは102cfu／gのレベルで，70日後に106cfu／g以
上に増加し，100日後にわずかに減少した。100日後のLACは，市販品より明らかに高かっ
た。山瀬ら（1973）は，糠漬け熟成中の主要な乳酸菌はPθdfoeoee聡とLao加わaeflla3
pla尻ar配皿であると述べている。本研究では，乳酸菌のレベルが市販品より高かったが
，高温熟成時に増加する乳酸菌の乳酸生成量が市販品と比べて多いので，100日熟成後の
糠漬けのpHがTable5－1で示したように市販品より低い理由と考えた。
Table　5－5．　Sensory　evaluation　of　ferm．ented　sard血e　with且ce－bran（FSR）
　　　　　　　producedbアwarmedbrew㎎
　Sensory
Characterisd，c
Warmed
　FSR
Co㎜erci創
　　FSR
Color（ApPearance）
Color（R．ice－bran）
Color（Meat）
Texむure
Umami
Mildness
Afte伽te
Sa1血1ess
Flavor
Overa旺preference
　0．9±1．3
　1．1±1．6＊＊
　1．O±1．4＊
一〇．1±1．5
　2．4±1．5
－0．6±1．3
　0．6±1．9
　2．1±1．3
　0．9±1．3＊＊
一〇．2±1．2
　0．4±1．3
　0．3±1．3
　0．4±1．2
－0．4±1．2
　2．2±1．5
－O．6±1．4
　0．9±1．7
　2．1±1、1
　0．0±1．5
－0．1±1．1
Eachsensorycharactωsticwas　scaled丘omextremelypoor（一3）to
extremely　stro㎎（十3）by　forty－five　panelists．Results　are　mean±SD．
＊：significant　difference　with　commercial　FSR（p＜0，05）．
＊＊ sign迂ic飢tlydifferent（P〈0．01）、
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　Table5－5に高温熟成糠漬けの官能検査の結果を示した。高温熟成法での糠と肉の色の
パネルの平均値は1．1と1．0であり，明らかに市販品より色が濃かった。香りの平均パネル
得点は高温熟成が0．9で市販品より高かったので，高温の方が市販品より香りが強いこと
が判明した。高温熟成品と市販品において外観的色調，テクスチュアー，うまみ，後味，
総合評価といった官能検査項目では，有意な差を認めなかった。本研究で，官能評価結果
から判断して両者に糠や肉色を除き特別の相違はないことが明らかとなった。山瀬ら
（1973）も，両者の間でうま味と糠の色を除く他の全ての官能評価項目で有意な差がないこ
とを報告している。したがって，高温熟成法は糠漬けの製造期間を短縮できる有用な方法
であることが判明した。以上より，高温熟成法での製品の品質は市販品との官能検査でも
劣らないもので，工程改良品として評価されるべきものであることが明らかとなった。
要約
　商温が熟成促進因子であるかどうかを明らかにする目的で，高温条件で製造した糠漬け
の窒素成分と生菌数の消長を検討し，官能検査でその品質を比較した。高温熟成品の水分
は熟成中に4．8％低下し100日後には市販品よりも低くなった。また100日熟成後のNaC1含
量は，市販品より低かった。pHは5．79から5．20に顕著に低下し，100日後では市販品より
低くなった。高温熟成品の丁幽一Nは3．13㎎／100gに増加したが，100日後でも市販品より低
かった。冊Nは高温熟成100日後に164．6㎎／100gに達し，NPN／TNと加i皿o－N／TN値も市販品．
より低かった。　なお100日後の不揮発性アミン含量は，市販品と同レベルであった。熟
成前のTBCは105cfu／gレベルであり，TBCは100日後に107cfu／g以上に増加した。第4章第
3節で市販糠漬け熟成前のTBCは7．6×104cfu／gで，それが6ヶ月後に1．3×106cfu／gに
達することを示した。TBCは1ヶ月以内に市販品と同じレベルまで増加した。熟成前の
四Cは102cfu／gのレベルであったが，30日後に105cfu／gのレベルに達した。なお四Cもまた
1ヶ月以内に市販品と同じレベルまで増加した。熟成前のLACは102cfu／gのレベルで，70
日後に106cfu／g以上に増加し，100日後にわずかに減少した。100日後のLACは，市販品よ
り明．らかに高かった。高温熟成晶の官能検査の結果，明らかに市販品より色は濃く，香り
が強かったが，高温熟成品と市販品では外観的色調，テクスチュアー，うまみ，後味，総
合評価といった官能検査項目では，有意な差を認めなかった。以上より高温は，熟成を明
らかに促進することが判明した。高温が熟成促進因子である理由の一つは，高温下で熟成
させると塩汁中のプロテアーゼの魚肉分解率が増大しているため，熟成が促進されたと考・
えた。
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第2節　塩汁中で発酵させたイワシの窒素成分の消長
　前節で，熟成温度が高いと熟成を促進することを明らかにした。熟成温度が高いと早く
熟成が進む理由の一っは，熟成中に添加される塩汁プロテアーゼが重要な役割を演じてい
ると考えた。そこで魚肉タンパク質分解要因としての塩汁中のプロテアーゼの特徴を解析
するため，熟成モデルでの塩汁の魚肉分解性を調査した。すなわち従来法で熟成させたい
わし糠漬けと塩汁中で発酵させたイワシの窒素成分の消長を比較検討した。なお糠漬け熟
成中に，魚肉中の遊離アミノ酸の増加（Cha皿g就a1．，1992），糠や麹中の酵素による糠
漬けのテクスチュアー変化や魚肉タンパク質の分解（江原ら，1995）が既に報告されてい
る。前節での高温熟成法は，各種の微生物の生育が促進による面も考えられるが，本節で
は塩汁中のプロテアーゼによる魚肉分解を促進したためと考えだ。すなわち塩汁は，プロ
テアーゼの供給源として，糠漬け熟成過程で重要な役割を演じていると考えた。そこで本
節では，従来法で熟成させたいわし糠漬けと塩汁中で発酵させたイワシ魚肉の窒素成分
の消長を比較検討し，塩汁のプロテアーゼの供給源としての役割を考察した。
実験方法
　試料：力タクチイワシ（翫r㎜θロ3皿fero畑s）は，烏取県境港で1992年11月に水揚げ後冷
凍されたもので，その後1993年5月まで一30。Cで石川県美川町の加工業者で冷凍保存さ
れたものである。一部の生イワシは著者の研究室まで一18。Cで輸送され，．他のイワシは
前述の加工場にて頭と内臓を除去後，魚体比35％重量の食塩で10日間塩漬けされたもので
ある。塩漬けイワシは，著者の研究室まで5℃で輸送された。
　塩汁中で発酵させたイワシの調製：研究室内の20℃のインキュベーター内にて，塩汁に
塩蔵後の魚体を浮遊させるような要領で漬け込んで調製した。なお従来品は，第4章第3
節で示した手順で製造されたものであり，経時的に前述の加工場より入手した。
　水分，NaC1含量，VBN，丁阻一N，pH＝水分，NaC1含量は公定法（Association　of　Official
A皿alytical　Che皿ists，1980）で，　pHは第2章第1節と同様に，VBN，丁幽一N，TN，NPN，
　舳i皿o－Nは前節と同様に測定した。
　不揮発性アミン：第4章第3節と同様に行った。
　遊離アミノ酸の定量：10gの試料を，3％トリクロロ酢酸（TCA）100mlで5分間，10，000
rp皿でホモジナイズした。そのホモジネートを遠心分離後ろ過した。その残査に3％
TCA10伽1を加え，懸濁し再ぴ遠心分離後ろ過した。初めのろ液と2回目のろ液を混合し，
3％TCAで250皿1にメスアップした。その10μ1をOPT発色法によるアミン酸分析システム
（Shi皿adz皿LC10A，島津製作所，京都）で定量した。
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結果ならびに考察
　生イワシ，塩漬けイワシ，糠漬けの熟成過程における窒素成分の消長をTable5－6に示
した。　塩漬け後に，水分，pH，VBNは減少したが，NaC1，丁阻一N，NPN／TN，舳i皿o－N／TNは
増加した。冊Nと丁幽一Nは，鮮魚の鮮度指標として知られている。冊Nが20㎎／100g（湿
物〉以下では，鮮魚の品質は良好であると報告されている（Ehira就a1．，1987）。
Table5－6、Cha㎎lesofnitrogenouscomponentsdetermhledinrawsardine，
　　　saltedsardine，andfermentedsardinewi山hce－bran（FSR．）duh㎎
　　　fermen驚比ion　process
Fermen劇on
pe面d（days）
Raw　　Salted　　　　　　　　30sardinesard血e
60 100　　　120　　　150　　　180
Moisuユre（％）　　　77．5　　　55．8　　　56．3　　　54．6　　　55．0　　　53．2　　　52．3　　　52．2
NaC1・（％）
pH
1．7　　　31．2　　　29．3　　　31．7　　　31．6　　　30．1　　　28．7　　　29．O
6、25　　　5．79　　　5．50　　5．40　　　5．40　　　5．40　　　5．35　　　5．32
VBN＊（皿g／100g）
TMA－
N・（mg／100g）
NPNπN（％）
Amin．o－N／TN
％）
79．9　　　64．6　　　156．9　　157、7　　160．5　　157．0　　210．9　　205．0
0．26　　　0．35　　　2．45　　　2．28　　　6．55　　　7．86　　　8．84　　　9．98
8．0
0．5
9．0　　　12．3　　　13．5　　　15．7　　　25．1　　　24．8　　　29．8
1．4 2．5　　　4．9　　　5．1 6．9　　　6．7　　　7．7
＊巳 nadrybasis．
また鮮魚の丁幽一Nは，0～1㎎／100g（湿物）と報告されている（Tomiyasu就a1，，
1957）。それゆえ生と塩漬けイワシは，VBNとTm－N値と外見的新鮮さから判断して良好な
品質であったと評価される。熟成中に水分とpHは，経時的に減少した，江原ら（1995）は，
糠漬けの水分量は熟成1ヶ月から6ヶ月までほぼ一定であっだと述べている。本研究での
水分の減少は，糠の脱水効果のためと考えた。VBNは，30日後までわずかに増加し，そのr
後120日後までほぼ一定であり，180日後には200㎎／100g以上に達した。丁幽一Nもまた経
時的に増加し，180日後にはほぼ10㎎／100gに達した。第2章第1節において著者は，市
販糠漬けの一部は，高いVBN値を示すことを指摘した。本節での従来品は，180日後でも嗜
好性を伴うフレーバーを呈した良好な品質のものであったので，VBNや丁阻一N値の数値
　　　　　　　　　　　　　　　　　70
が高いことはそれだけで初期腐敗を意味するものではないと考えた。NPN／TNは経時的に増
加し180日後にほぼ30％に，a皿ino－N／TNもまたほぼ8％に増加した。山瀬ら（1973）は市販
糠漬け製品のNPN／TNは，ほぼ30％を示すことを述べているので，本研究での180日後の製
品も同程度に熟成したものであったと判断した。つぎに塩汁発酵イワシの窒素成分の消長
を，Table5－7に示した。水分，NaC1含量は，30日後に最大となり，その後経時的に減少
した。Table5－6との比較から判るように水分やNaC1含量は，塩汁の方が従来品よりも高
かった。なおpHは60日後までわずかに増加し，VBNは120日後まで明らかに増加した。和
田ら（1986）は，糠漬け製造過程での顕著な塩基性物質の生成による魚肉のpH値の上昇現象
Table5－7．　Changes　ofnitrogenous　compon㎝ts　determinedin
　　　　　　fermen㌍d　sardineinb直n（FSB）du蝿f』ermen胤tion
　　　　　　　process
Fermen励on
pedod　（days）
30 60 100 120 150 180
Moisture（％）
Naα・（％）
pH
64．3
45．1
6．05
61．9
39．6
5．88
61．7
41．3
6．00
58．0
37．9
6．00
56．9
38、1
6．20
54．6
36．8
6、30
VBN・（mg／100g）　502、9　　4475　　479．8　　454．9　　522．8　　567．5
TMA－
N＊（mg／1009）
NPN／TN（％）
Amino－N／
TN（％）
4・．62
13．7
4．6
4．58
17．0
7．1
8。88
18．6
7．8
9．26
26．2
11．4
9．28　　　11．90
30、7
13．6
40．5
14．2
＊’ nadrybasis．
を報告している。本節でのpHとVBN値の上昇は，塩汁中の塩基性物質の生成に原因すると
推測した。塩汁のVBNは高い（山瀬ら，1973）ので，塩汁発酵品のVBNの増加は，塩汁由来の
VBNに起因するのであろう。丁猷一N含量は経時的に増加し，塩汁発酵品の方が従来品より
も高かった。NPN／TNやa皿ino－N／TNも，高いレベルであり同様の傾向であった。塩汁発酵
品の高い加水分解率は，塩汁中のプロテアーゼに起因すると考えた。そこで，生イワ
シ，塩漬けイワシ，従来品，塩汁発酵品の魚肉中の遊離アミノ酸組成の消長を検討し，
Table5－8に示した。生イワシは多量のヒスチジンを含んでいたが，塩漬け後に半分に減
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少した。塩漬けで全遊離アミノ酸の17％が減少したが，これは塩漬け過程でイワシ魚体か
ら多量の遊離アミノ酸が浸出したことを意味する。塩汁発酵品と従来品のヒスチジンレ
ベルは，同様の減少傾向を示した。サバ肉氷蔵時のヒスチジンの減少は，ヒスチダーゼに
起因するので（Sakaguchi就a1．，1984），一部魚肉ヒスチダーゼに起因してヒスチジンが
減少したものと考えられた。ヒスチジンを除くほとんど全てのアミノ酸は熟成中従来品と
塩汁発酵品で増加し，とくにうま味アミノ酸であるaspartic　acid，gluta皿ic　acidは顕著
に増加した。甘味を呈するalani皿eやglycineもまた，熟成中に増加した。threonine，
serine，proli皿e，tyrosine，arginineを除く塩汁発酵品の全てのアミノ酸は，従来品よ
Table5－8．Cha㎎les　offreeami益oacidcomposiUonsinthemeatdeterm血edin
　　　　　　raw　sardine，salted　sardine，fermented　sardine　with　rice－bran（FSR），
　　　　　　andfermented　sardine血．br正ne（FSB）du蝿processing＊
Raw　Salted
sard血esard1ne
FSR（days） FSB（days）
30 60　　　　　100　　　　　120　　　　150　　　　180120　　　　150　　　　180
A叩
Thr
Ser
Glu
Pro
G量y
Ala
徴s
V田
Met
Ile
Leu
取
Phe
跳
Lys
雌
37
50
40
86
20
篁
117
62
56
　15
36
81
24
46
1308
134
62
73
61
58
101
25
20
117
100
69
13
52
124
37
64
652
150
98
314
142
142
394
67
46
134
88
202
　13
172
417
121
221
568
360
、260
358
129
139
446
68
42
309
149
199
39
171
397
89
196
324
365
195
269
133
147
622
78
68
620
33
250
29
245
4曳
71
227
172
364
104
470
236
264
782
123
77
384
107
308
58
283
618
210
281
492
469
445
834
239
248
1041
139
84
419
65
276
73
351
755
179
257
380
453
503
1261
292
335
1117
155
105
511
116
403
　84
394
866
266
386
535
620
570
805
179
123
1780
61
119
632
246
602
116
651
1217
170
875
318
858
26
1521
229
219
3147
130
263
1435
604
1104
212
834
2256
275
1615
497
1379
　85
1435
144
170
2808
129
272
1371
631
1017
186
943
1655
195
2261
445
1514
　56
To回　　　2196　　　　1814　　　　3661　　　3615　　　3924　　　　5607　　　6296　　　8016　　　　　8778　　15805　　15232
＊㎎／100gonadrybasis
りも増加した。120日後の塩汁発酵品の全遊離アミノ酸含量は，従来品の180日後のそれ
よりも高かった。塩汁発酵品の遊離アミノ酸量は，明らかに本研究や張ら（1991）の糠漬け
より高かった。こうした塩汁発酵品の遊離アミノ酸の蓄積は，塩汁プロテアーゼによるイ
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Table 5-9. Changes of ilon-volatile amine contents determined in raw 
sardine, salted sardine and femented sardine with rice-bran 
(FSR) during fermentation process* 
Fermentation 
period (days) 
Raw 
s rdine 
Salted s ardine 3 O 60 1 OO 120 1 50 180 
Put O 27 O 25 0.94 1 .47 2.26 O 8 1 1 .54 O .90 
Cad N.D . 0.07 O 07 O 07 O 09 O 1 1 O 04 O 18 
Hrn N.D . N.D . 1 08 3 65 2.71 2.68 2. 2 4.66 
Tym O 62 O 32 O 57 1 43 4.88 3.94 3.1 1 2.79 
Spd 0.36 0.23 0. 2 0.3 1 0.38 0.30 0.23 O 33 
* : on a dry basis (mg/100g). N.D. : not detected . 
Table 5- I O. ChaJrges of non-voiatile amine contents determined in 
fermented sardine in btine (FS B) during fermentaition 
process~ 
F ermentation 
period (days) 30 60 1 OO 120 150 1 80 
Put 0.28 O.13 0.13 0.12 0.09 0.33 
Cad 0.17 0.30 0.33 0.10 0.16 0.33 
Hhl 19.33 18.58 30.33 26 .2 1 27.84 19.47 
Tym 1 . 12 O . 94 2.87 4.93 7.29 7. 1 1 
S pd 0.45 0.33 0.55 0.40 0.35 0.29 
* : on a drybasis (mg/100g). N.D. : not detected. 
17 S/ ~16D~r~e:~;~l~ ~ ~: ~ ~ t*･-. 
~E4 17S/ ~~~~~':f4~~/ ~e~" ~~~t~~~~~""~6D~t~i4ta)7Ff~~et~~ * :/a)~i~~~ti~ 
~~V, Table 5-9e~:~Vt--. HilC~, iE4 17S/, ~~~~ej4 17S/~e~~~W~tL~~, Cadt~iE4 17 
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シで検出されなかった。マグロの許容㎞レベルは20㎎／100gであるので（Taylor，1985）
，180日後の従来品魚肉中の㎞レベルは，許容限界以下であり容認しうるものである。こ
れまでに好塩・耐塩性㎞生成菌による糠漬けへのアミンの蓄積の可能性を指摘してきた
が，糠漬け肉中へのH皿やTy皿の蓄積はやはり好塩・耐塩性㎞生成菌によるものであろう。
しかしKamop（1988）の報告したH皿生成菌PθdfoooeeES加10p耐115　が原因で糠漬けにlhI
が蓄積することも考えられる。なお100日～150日にかけて糠漬け中の㎞含量が減少傾向を
観察したが，この原因は好塩・耐塩性Hm生成菌によるH皿の蓄積と同時にP3θ副o盟o丑a3等の
㎞分解菌（Sato尻a1．，1994，Sato就a1．，1995）が生成した㎞を分解している可能性
がある。Table5－10に塩汁発酵品の熟成中における魚肉中の不揮発性アミンの消長を示し
た。　Put，Cad，Spdは魚肉に蓄積しなかったが，㎞とTy皿は増加し，1㎞は100日後にその
許容限界といわれる20㎎／100gを超え30㎎／100g以上に達した。　しかし熟成中の塩汁発
酵品の恥とTy皿レベルは，第2章第1節の市販品レベルの平均値より低かった。
　以上より，塩汁プロテアーゼは魚肉熟成過程で，遊離アミノ酸を生成するなど呈味成分
生成の役割が示唆され，糠漬け熟成時に重要な役割を持つと推測した。
要約
　塩汁中の役割解明のため，塩汁発酵品と従来品の魚肉の窒素成分の消長を検討した。そ
の結果イワシ塩漬け後に，水分，pH，VBNは減少し，従来品の熟成過程でNaC1，丁勘一N，
NPN／TN，舳ino－N／TNは増加した。VBNは，30日後までわずかに増加し，その後120日後まで
ほぼ一定であり，180日後には200㎎／100g以上に達した。丁幽一Nもまた経時的に増加し，
180日後にはほぼ10㎎／100gに達した。塩汁発酵品の水分，NaCl含量は，30日後に最大と
なりその後経時的に減少したが，水分やNaCl含量は，塩汁発酵品が従来品よりも高かっ
た。なお従来品のpHは60日後までわずかに増加し，冊Nは120日後まで明らかに増加し
た。塩汁発酵品の丁阻一N含量も経時的に増加し，塩汁発酵品が従来品よりも高かった。
NPN／TNやa皿i皿〇一N／TNも，同様の傾向であった。　生イワシは多量のヒスチジンを含んでい
たが，塩漬け後に半分に減少し，全アミノ酸でも17％が減少した。　熟成中に塩汁発酵品
と従来品のヒスチジンは減少したが，他のアミノ酸は増加した。なお120日後の塩汁発酵
品の全アミノ酸含量は，従来品の180日後よりも高かった。㎞は，生イワシ，塩漬けイワ
シでは検出されず，Cadぼ生イワシで検出されなかった。塩汁発酵品の魚肉中にPut，
Cad，Spdは蓄積しなかったが，血と丁脚は増加し，㎞は100日後に30㎎／100g以上に達し
た。　しかし熟成中の塩汁発酵品のHmと恥レベルは，市販品レベルの平均値より低かっ
た。
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第3節　塩汁中で発酵させたイワシと従来法の糠漬けの生菌数とプロテアーゼ活性の消長
　前節では塩汁がプロテアーゼの供給源として，糠漬け熟成過程で重要な役割を演じてい
ると考え，糠漬けと塩汁中で発酵させたイワシ魚肉の窒素成分の消長を比較検討した。そ
の結果熟成中に塩汁発酵品の遊離アミノ酸の増加割合は，従来品よりも高いことを明らか
にした。なおすでに本章第1節で高温による熟成期間の短縮は，塩汁プロテアーゼによる
魚肉の分解の促進が原因であると考えた。　ところでイワシ内臓抽出物中には，アルカリ
プロテアーゼと酸性プロテアーゼが存在し（Noda　et　a1．，1982），魚肉には酸性プロテア
ーゼが存在する（ぬkinoda皿eむa1．，1982）。したがって，塩汁はアルカリプロテアーゼと
酸性プロテアーゼを含み，塩汁中のそれら酵素は糠漬け魚肉タンパク質を分解すると考え
られる。そこで本節では塩汁中で発酵させたイワシと従来品の魚肉の生菌数とプロテアー
ゼ活性を測定するとともに，製造時に使用される塩汁，麹，糠のプロテアーゼ活性を測定
した。さらに塩汁，麹，糠のそれぞれの酵素を魚肉ホモジネートに添加し分解性を調査
し，塩汁に存在が予想された各酵素の，熟成中でのタンパク質分解要因の可能性を考察し
た。
実験方法
　試料：前節と同様のものを使用した。なお塩汁，麹，糠は前述の加工場で糠漬け製造に
使用しているものを入手した。
　塩汁中で発酵させたイワシの調製：前節と同様に調製した。
　生菌数の測定：第5章第1節の方法で測定した。
　魚肉由来粗酵素の調製＝　魚肉10gに0．1M　NaH2PO4－Na2HPO4buffer（pH7．0）100皿1を
加え，氷冷下で2分間10，000rp皿でホモジナイズした。そのホモジネートを0。C，15分
間，10，000rpmで遠心分離しだ。その上清をろ過し，一晩流水で透析した。その内液を凍
結乾燥し，粗酵素として使用した。
　塩汁，麹，糠由来粗酵素の調製：塩汁は，ろ過後魚肉酵素の調製と同様の手順で調製し
た。麹は2倍量の0．1MNaH2PO4－Na2HPO4buffer（pH7．0）でホモジナイズした。そのホ
モジネートを，氷冷下で1時間撹絆機で十分撹絆した。その後3重ガーゼで濾し，ろ液を
0。Cで10，000rp皿，15分間遠心分離した。その上清をろ過し，魚肉酵素の調製と同様の
手順で調製した。糠は5倍量の0．1M　NaH2PO4－Na2HPO4buffer（pH7．O）でホモジナイズ
後，麹酵素の調製と同様の手順で調製した。
　プロテアーゼ活性の測定：酸性プロテアーゼ（cathepsin　D）とアルカリプロテアーゼ
は，幽ki皿odan　e孟a1．（1982）の方法を改変して測定した。酸性プロテアーゼは以下の手
順で測定した。すなわち5％（W／V）酸変性ヘモグロビン0．5皿1，ギ酸buffer（1．OMギ酸ナト
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リウムと1．OMギ酸を混合）1．5m1，pH3．0，0．5皿1の酵素溶液を混合した。　37。Cで1時
間反応後，5％（W／V）TCA2．5皿1を加え反応を停止した。ブランクは，酵素以外は同様
の混液を放置後TCAを加えたのち酵素を添加したものである。反応溶液は15，000rp皿，5
皿in遠心分離後の上清にっいて測定した。なお酵素タンパク質濃度は，牛血清アルブミン
を標準タンパク質としてLo冊yθむa1．（1951）の方法で測定した。アルカリプロテアーゼは
以下の手順で測定した。すなわち5％（W／V）カゼイン溶液（pH8．0）0．5m1と0．1Mリン酸
buffer（pH8．0〉と酵素溶液0．5m1を混合した。混合溶液を50。Cで1時間反応させた。それ
以降は酸性プロテアーゼと同様の手順で行った。なお酵素1単位は，上記の条件で1㎎
の酵素が1分間に1μgのチロシンを遊離する量と定義した。
　魚肉タンパク質加水分解物の調製：生イワシに2倍量の蒸留水を加えホモジナイズし，
その後ホモジネートに対して12％（W／V）のNaC1を添加した。塩汁，糠，麹の粗酵素を，
ホモジネート1g当たりpH5．8におけるカゼインの分解活性での換算で5単位となるよう
に添加しだホモジネートを調製した。同時にペニシリンG，ストレプトマイシン，クロ
ラムフェニコール，a皿photercin　Bの4種類の抗生物質をホモジネートに対し0．01％（W／V）
となるように添加したホモジネートも調製した。室温でホモジネートを所定時間放置後，
そのホモジネートを100。Cで15分間加熱後ろ過した。それぞれのイワシ肉の加水分解の程
度は，ホルモール滴定法（平，1989〉によるアミノ態窒素量で測定した。
結果ならびに考察
　　Fig．5－1に熟成中の塩汁発酵品と従来品の生菌数の消長を示した。塩漬け後にTBCは，
わずかに増加したが，四CとLAC減少した。これまでにNaClを添加したイワシ肉塩漬け
過程で，好塩・耐塩性H皿生成菌が増加することを述べてきたが，耐塩性カビ・酵母や乳酸
菌は増加しなかった。熟成中に従来晶のTBCは，30日後に107cfu／g以上に増加し，180日
後まで107cfu／9のレベルを維持した。　一方塩汁発酵品のTBCは30日後に103cfu／9レベ
ルまで低下し，その後経時的にTBCは増加しほぼ105cfu／g1のレベルまで達した。従来
品の翅Cは100日後まで増加し，120日から180日まではほぼ一定であった。塩汁発酵品の
四Cは30日後まで滅少し，その後150日後にほぼ104cfu／gレベルに達した。製造過程で麹
が添加されているので，従来品の皿Cは塩汁よりも高いと考えた。従来品と塩汁発酵品の
LACは経時的にゆっくり増加した。乳酸菌は糠漬け熟成中の有機酸生成に関与する主要な
細菌である（Cha㎎θむa1．，1992）ので，従来品のLACの増加が，Table5－6で示したよう
なpHの低下と関連していると考えた。
　つぎに生イワシ，塩漬けイワシ，熟成中の従来品と塩汁発酵品のプロテアーゼ活性を測
定しその結果をTable5－11に示した。生および塩漬けイワシには，酸性プロテアーゼとア
ルカリプロテアーゼが検出された。なお塩漬け後にアルカリプロテアーゼ活性は4倍に増
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Changes in viable bacterial counts of femlented sardine 
with rice-bran (FSR) and fermented sardine with brine 
(FSB) during processing 
Total bacteriai counts of FSR and FSB were indicated 
with FSR (1) and FSB (e). Yeast and mould counts 
of FSR and FSB were indicated with (/L) and (A). 
Lactic acid bacteriai counts of FSR and FSB were 
indicated with FSR ([]) and FSB (O). 
Table 5-1 1 . Changes in protease activity of raw , salted , fermented sardine with 
rice-bran (FSR) and fennented sardine in brine (FSB) 
Raw 
Sardine 
FSR da s FSB da s Salted 
sardine 100 120 150 180 100 120 150 180 
Aikaline 
proteinase* 
Acid 
proteinase* 
0.56 
0.69 
2. 16 
O.30 
1 69 1 24 1 48 1 73 555 2.58 3_32 
018 034 0.21 0.30 3.50 3.98 2.21 
3.12 
3 .03 
* : The protease activity (U) was measured as /J g of tyrosine liberated per min 
per mg proteLn. 
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加したが，その後の従来品は熟成過程ではわずかに減少した。これに対して塩汁発酵品の
アルカリプロテアーゼ活性は，熟成100日後に2倍以上に増加しその後減少した。熟成中
の塩汁発酵品のアルカリプロテアーゼ活性は，従来品よりも高かった。従来品の酸性プロ
テアーゼは，塩漬けイワシとほぼ同じレベルであったが，塩汁発酵品の活性は従来品の活
性より10倍高かった。塩汁発酵品の顕著な窒素成分の増加を前節で観察したので，こうし
た糠漬け魚肉タンパク質の分解は塩汁，糠，麹により分解されると考えた。そこで以下に
塩汁，糠，麹から酵素を調製し，それらのプロテアーゼ活性を測定した。
　塩汁，麹，糠由来酵素のプロテアーゼ活性を測定し，Table5－12に示した。塩汁由来
Table542．　Proteaseactivityfound血brine，koji，andrice4bran
　　　　　　　used血the　fermenmtion　process
Protease　ac廿viむy（U／mg　Protein）
Acid Alka珪ne
Bhne　used士随dle　fermen伽on
process
Kojiusedhlthefermen蹴ion
process
Rice－bran　used　in　the
fermenta虹on　process
3．04
43．33
2．91
14．53
2．90
O．88
粗酵素は，比較的高いアルカリプロテアーゼ活性を示し，麹由来粗酵素は酸性プロテア
ーゼの活性が顕著に高かった。糠の酸性プロテアーゼ活性は，塩汁の活性とほぼ同じで
あったが，糠のアルカリプロテアーゼは塩汁や麹のそれらよりも低かった。塩汁のアルカ
リプロテアーゼは，アルカリプロテアーゼを含む消化管（Murakami砿a1．，1981）に一部
由来すると考えられる。イワシ肉は酸性プロテアーゼとアルカリプロテアーゼを含む
（ぬkinodan　eむa1．，1984）ので，塩汁は筋肉由来の酸性プロテアーゼやアルカリプロテア
ーゼを含むと考えられる。魚肉の主要な酸性プロテアーゼは，カテプシンD様酵素である
といわれている。しかしフナやイカのカテプシンDは，2％NaC1と7％NaC1でそれぞれ失
活すると報告されている（牧之段ら，1991，牧之段ら，1993）。一部のイワシ由来のアル
カリプロテアーゼや酸性プロテアーゼは，15％NaC1以上のプレインキュベーションでも安
定である（No“a就a1。，1982）ので，イワシ由来のプロテアーゼが高NaC1濃度でもタンパ
ク質を分解することは十分予想される。麹由来の粗酵素は，高い酸性プロテアーゼ活性を
示し，他にも中性やアルカリプロテアーゼ活性を示す（鈴木ら，195g）。なお麹由来の酵素
は，高濃度の塩で大豆タンパク質分解活性は，ほとんど影響されない（寺田ら，1973）の
で，麹由来プロテアーゼも糠漬け熟成中のアミノ酸の増加の要因一っと考えた。
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　つぎに塩汁，麹，糠のいずれのプロテアーゼが，高濃度の塩の存在下最もイワシ肉を分
解する力が強いかを明らかにする目的で，3種の酵素を添加したホモジネートの分解率を
比較した。なお抗生物質添加は，細菌由来プロテアーゼの影響を明らかにするため行っ
た。Fig．5－2に示すように経時的にアミノ態窒素は増加したが，塩汁酵素を添加した場合
の分解率は，麹，糠添加の場合より高かった。酵素無添加と抗生物質添加の分解率は，
酵素添加のものより低かった。なお抗生物質を添加したものの分解率は，酵素を添加して
いない対照とほぼ同じ程度であった。糠漬けのタンパク質分解は，糠や麹の酵素で起こる
（江原ら，1995）が，著者は糠漬けのタンパク質分解は塩汁酵素にも起因すると考えた。魚
の内因酵素が，魚醤熟成時の分解に起因する（Orejanaθむa1．，1981）が，本節では糠漬け
の大部分のタンパク質は魚の内因酵素，塩汁，麹，糠のプロテアーゼで分解されると考え
た。したがって塩汁は，糠漬け熟成時のタンパク質分解に重要な役割を持つと結論した。
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要約
　塩汁発酵品と従来品の魚肉の生菌数とプロテアーゼ活性を測定し，糠漬け製造に使用さ
れる塩汁，麹，糠のプロテアーゼ活性も測定した。さらにそれぞれの酵素を，魚肉ホモジ
ネートに添加し，それらによる分解性を比較し，熟成時のタンパク質分解要因との関連を
明らかにした。熟成中の塩汁発酵品と従来品の生菌数は，塩漬け後にTBCがわずかに増加
し，四CとLACが減少しだ。熟成中に従来品のTBCは30日後に107cf皿／g以上に増加し，
180日後まで107cf皿／gで，塩汁発酵品のTBCは30日後に103cfu／gに低下，その後経時的
にTBCは増加した。糠漬けの四Cは100日後まで増加，120日から180日まではほぼ一定で
あった。塩汁発酵品の四Cは30日後まで減少し，その後150日後にほぼ104cfu／gに達し
た。生およぴ塩漬けイワシには，酸性プロテアーゼとアルカリプロテアーゼが検出され
た。アルカリプロテアーゼ活性は塩漬け後に4倍に増加し，その後の従来品の熟成過程で
はわずかに減少した。塩汁発酵品の酸性プロテアーゼ活性は，100日後に2倍以上に増加
しその後減少した。塩汁発酵中のアルカリプロテアーゼ活性は，従来品よりも10倍高かっ
た。塩汁はアルカリプロテアーゼ活性が高く，麹は酸性プロテアーゼの活性が顕著に高
かった。糠の酸性プロテアーゼ活性は，塩汁の活性とほぼ同じであったが，糠のアルカリ
プロテアーゼは塩汁や麹のそれらよりも低かった。塩汁，麹，糠のプロテアーゼの分解率
を比較したところ，塩汁添加の分解率は，麹，糠添加の場合より高かった。
酵素無添加と抗生物質添加の分解率は，酵素添加のものより低かった。なお抗生物質を
添加したものの分解率は，酵素を添加していない対照とほぼ同じ程度であった。以上より
塩汁は，糠漬け熟成時のタンパク質分解に重要な役割を持つと結論した。
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第4節　タンパク質加水分解要因としての塩汁プロテアーゼの特徴
　いわし糠漬け熟成過程で内臓と筋肉プロテアーゼを含む塩汁が添加されている。塩汁の
役割には魚肉の脱水，好気的細菌による腐敗防止、生成された呈味成分の溶解ならびに魚
肉への浸透（山瀬ら，1973）以外に，前節でプロテアーゼの給源としての役割を述べた。塩
汁プロテアーゼは，熟成中に魚肉タンパク質を分解しているので，呈味性の向上、嗜好性
の改善に寄与している。すなわち熟成中の塩汁添加の意味を，タンパク質分解の面から論
じることは，糠漬け熟成機構の解明のために重要であるといえよう。ところで魚醤油は高
濃度のNaC1の存在下で魚由来プロテアーゼが魚肉タンパク質を分解することで製造され
る。主にこの分解に関与するのは内臓酵素であるが，筋肉カテプシン類も影響していると
いう（Orejana　eむa1．，1981）。なお糠漬け熟成過程でタンパク質分解に関与するプロテ
アーゼは，第2章第1節で市販製晶のNaCl含量が約12％であるので，高塩濃度条件下でも
活性があり魚肉タンパク質を分解する酵素と考えた。
　そこで本節では，塩汁，イワシより調製した内臓ならびに筋肉酵素にっいて高塩濃度条
件下で3種プロテアーゼの特徴を比較し，塩汁プロテアーゼによる魚肉タンパク質加水分
解のメカニズムを検討し，糠漬け熟成過程でのタンパク質分解要因としての塩汁プロテア
ーゼの役割を論じた。
実験方法
　試料：生イワシ，塩汁，市販いわし糠漬けは前節と同様なものを使用した。
　塩汁，筋肉，内臓粗酵素の調製：塩汁は前節と同様に調製した。筋肉酵素は以下の手順
で調製した。魚肉20gに100皿1の0．1Mリン酸緩衝液（pH7〉を加え，氷冷下10．000rpm，2分
間ホモジナイズ後，OoC，10．000rpm，15分間遠心分離した。この上清をろ過し，これを
流水中で一晩透析した内液を凍結乾燥した。内臓プロテアーゼは筋肉プロテアーゼと同様
に調製した。
　プロテアーゼ活性＝前節と同様にカゼイン加水分解物の増加によった。なお反応は55℃
で1時間行った。
　プロテアーゼ活性の温度安定性：加熱後の残存活性で測定した。すなわち各酵素0．1gを
12％NaC1含有0．1Mリン酸緩衝液（pH5．8）25皿1に溶解し，それぞれの温度で60分間保持後，冷
却しプロテアーゼの測定を測定した。
　プロテアーゼ活性の温度に対する影響：35，40，45，50，55，60，65。Cにおける各温度
で測定した。
　プロテアーゼ活性に対するNaC1の影響：混合溶液のNaC1終濃度が，0，2，4，6，
8，10，12，14％となるように調製後測定した。
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　プロテアーゼ活性に対するpHの影響＝1％（w／v）のヘモグロビン（Difco社製）を蒸留水で
溶解したものを酵素液とした。100㎎の各粗酵素に蒸留水10m1を加えたものを酵素液とし
た。その影響は以下の緩衝液を加えることにより試験した。すなわち，0．1Mクエン酸一ク
エン酸ナトリウム緩衝液（pH3．0～5．0），0．1Mリン酸緩衝液（pH6．0～8．0），0．1Mホウ酸KC1－
NaOH緩衝液を使用した。
　プロテアーゼに対する各種阻害剤の影響：各粗酵プロテアーゼプロテアーゼの分類の決
定のため使用した。セリンプロテアーゼインヒビターとして大豆トリプシンインヒビター
（sTl，Gibco　BRL，N．Y．），フルオロリン酸ジイソプロピル（DFP，和光純薬），L－1－p－
Tosyla皿ino－2－phe皿ylethyl　chloromethyl　keto皿e（TPCK，　R，esearch　Organics　lnc．，
Ohio），アスパラギン酸プロテアーゼインヒビターとしてPepstati皿A（Pepstatine，ペプ
チド研究所），システインプロテアーゼインヒビターとして炉クロロ安息香酸第2水銀
（PC協，和光純薬），ヨード酢酸（1舶，関東化学），N－ethy1皿alei皿ide（NEM，和光純薬
），メタルプロテアーゼインヒビターとして1，10フェナントロリンー水和物（1，10－
Phenanthmline，和光純薬　），エチレンジアミン四酢酸（EDTA，和光純薬）を使用した。
残存活性は，プロテアーゼ活性測定法の項で示した方法で，ブランクは，阻害剤溶液の代
わりに緩衝液に代えたものとした。
　特異的プロテアーゼ活性の測定：トリプシン様活性は，N一α一ベンゾイルーDL一アルギニ
ンーp一ニトロアニリドを基質として，Erlanger就a1．（1961）の方法に準じて測定した。酵
素溶液0．5mlに蒸留水3．0皿1を加え，40℃で5分間予備加熱を行った後，0．38画の基質溶液
を2．5皿1加え10分間40。Cにて反応を行った。酵素反応は，30％酢酸溶液を1．5m1加え停止さ
せ，定量的に分解するρニトロアニリンの410皿における吸光度を測定した。キモトリプ
シン活性は，グルタリルーL一フェニルアラニンーp一ニトロアニリド（Merck，Gemany）を基
質として，Erla㎎er碗a1．（1966）の方法に準じて測定した。0．83画基質溶液5．Omlを，25
。C，5分間予備加熱をした後，酵素溶液を1．伽1加え60分間25℃で反応した。酵素反応
は，30％酢酸溶液を1．Om1加え停止させ，ρ一ニトロアニリンの410皿における吸光度を測定
した。アミノペプチダーゼ活性は，ロイシルーp一ニトロアニリドを基質として，Izawaθむ
a1．（1997）の方法に準じて測定した。2．5皿1の50一トリス塩酸緩衝液（田8．O），0．5皿1の緩
衝液に溶かした酵素溶液，5．O皿1の2副の基質溶液でO。C、30分間反応させた。反応後，
405㎜における吸光度の増加を分光光度計で測定した。トリプシン様活性，キモトリプシ
ン様活性，アミノペプチダーゼ活性は，上記条件で1分間に1㎎の酵素が1μm1のp一ニ
トロアニリンを遊離する力価を1uintとした。なおタンパク質濃度は，牛血清アルブミン
を標準としてLowry法（Lowry　eむa1．，1951）で測定した。
結果ならびに考察
Table5－13にそれぞれのプロテアーゼに対する12汕aC1の影響を示した。塩汁プロテア
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一ゼ活性は最も高く，内臓の活性は筋肉より高かった。イワシの内臓のプロテアーゼは，
高濃度のNaC1で安定である（Noda　eむa1．，1982）ので，内臓プロテアーゼは高濃度のNaC1
で阻害されにくいと考えた。本実験でのプロテアーゼ活性はpH5．8で測定しているので，
このプロテアーゼは酸性プロテアーゼを含む。一般に魚類筋肉に存在する酸性プロテアー
ゼには，リソソームプロテアーゼであるカテプシンDが知られている。なおイワシ筋肉の
カテプシンDは，pH5．0以上で活性が強く阻害され，NaC16％以上で完全に失活する
（Go皿ez－Guillenθむa1．，1997）ので、カテプシンDが熟成にタンパク質加水分解の役割
Table5－13．Effect　of12％NaCI　on　Proteinase　activity　of㎝de
enzymesfrombdne，viscera，andmuscle
Origin
Proteinaseac亘viむy
（CU★／mg　pro陀in）
withoutNaC1with12％NaCl
Remajning
av疽vity（％）
Bt宝ne
Viscera
Muscle
2．00
1．75
0．51
1．63
1．22
0．14
81．5
69．7
27．5
＊・ asehl　unit、
2
iii彗
iiiil
1．5
1
O．5
0
Fig．5－3．
35 4・0　　　45　　　50　　　55　　　60　　　65
　　　Tempera皿e（℃）
The　effecしof　tem，perature　o且prote血ase　a㏄iv辻y
fro］m　b血e，visceral　and　muscle、Each　enzym．e
was　i㎝baLed　at　differenttelnperatures　for60min．
＊　：casein　unit．
■，Brinel●Vis¢era；▲，Muscle．
はほとんどないと考えた。
．つぎにFig．5－3にそれぞれのプロテアーゼの温度の影響を示した。これより塩汁と内臓
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の至適温度は55。Cで，筋肉の至適温度は50℃であった。イワシ筋肉中のプロテアーゼの
至適温度は45～50。C（lshidaθむa1．，1995），65。C（Lugo－Sanchez就a1．，1996）と報告さ
れ、内臓のそれもまた50～60。Cと報告されているので，本研究の筋肉と内臓の至適温度は
既報とほぽ同じ範囲であった。Fig．5－4に，塩汁，内臓，筋肉プロテアーゼの温度安定性
を示した。塩汁プロテアーゼは45－55。Cで温度安定性が最も高く，65。C，60分間でほぼ活
性が消失した。内臓プロテアーゼの安定性は，45－55。Cの温度範囲で塩汁の活性を約20％消
失し，60。Cで90％以上の活性を消失した。しかし筋肉プロテアーゼは40。Cを除き不安定で
あっだ。イワシ内臓プロテアーゼは，比較的不安定である（Murak趾iθ亡a1．，1981）と報
告されるが，本研究では内臓プロテアーゼは安定であった。塩蔵イワシのプロテアーゼ
は，粗酵素では筋肉組織によりプロテアーゼが保護されているので精製酵素よりも温度安
100
一80琶
倉三60幕
・罫40
’藝
サ出　20
045 50　　　55　　　60
　　Temper飢ure（℃）
65
Fig．5－4．Thermostab五ity　of　protej血ase　from　br血e，visceral　and
muscle．Each　enzyme　was　incubated　for60皿丘し．at
vadous　tem．perature　as血dicated　in　the　figure、The
rema㎞1㎎activitywasexpressedasapercen』tageof
the　ini紅al　ac亘vi切、
■，B血el●Viscera；▲，Muscle
定性が高い（Ishida就a1．，1995）。本節での内臓プロテアーゼの温度安定性は，おそら
く高濃度のNaClによる安定性への影響，あるいは粗酵素の不純物として含まれる内臓組織
による保護効果のためと考えた。Fig．5－5に示したように，塩汁プロテアーゼ活性は、
NaC1の濃度が増えると減少するが、その活性は内臓や筋肉プロテアーゼより高い活性を保
持していた。
カタクチイワシのプロテアーゼは，NaC110％の存在下で残存活性が25％であり（lshida就
a1．，1995），イワシ内臓プロテアーゼは，筋肉タンパク質を基質を使用した場合ほとんど
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阻害されなかった（Noda就a1．，1982）。中性セリンプロテアーゼ（Ishidaθむa1．，1995）
を除き，カテプシンDのようなイワシ筋肉プロテアーゼは、高濃度のNaClで活性が阻害さ
れる。多くの筋肉プロテアーゼはいわし糠漬けに含まれるのと同じNaC1レベルである12％
で不安定になるであろう。しかし内臓由来プロテアーゼはNaC112％で安定と考えた。Fig。
5－6に示しだように，塩汁はp霞8で最大活性を示し，内臓と筋肉はpH6とpH10に活性のピー
クを示していた。塩漬けイワシのpHが5．79なので，糠漬け熟成中にアルカリプロテアーゼ
が魚肉を糠漬け熟成過程で分解作用する可能性は少ない。内臓プロテアーゼは塩漬いわし
の魚肉のpH付近であるpH6での活性が高かったので，塩汁中でも内臓由来のプロテアーゼ
が主に魚肉を分解していると考えた。Table5－14に，塩汁プロテアーゼのプロテアーゼ阻
害剤の影響を示した。塩汁プロテアーゼはセリンプロテアーゼの阻害剤であるSTIやDFPに
より強く阻害された。塩汁中のトリプシン，キモトリプシン，アミノペプチダーゼの存在
は，STIかTPCKか1，10－Phena皿throlineで確認した。しょっっる諸味にはセリンプロテアー
ゼが発見され（山下ら，1991），イワシ内臓にトリプシン，キモトリプシン（Muraka皿i　e亡
a1．，1981），アミノペプチダーゼが検出（Voθむa1．，1983）されている。トリプシン，キ
モトリプシン，アミノペプチダーゼのような塩汁プロテアーゼが，糠漬け熟成過程で，魚
肉タンパク質の分解に関与していると考えた。
　Table5－15に塩汁中に発見された特異的プロテアーゼとアミノペプチダーゼ活性を示し
た。それぞれの阻害剤で活性が56．6～92．6％阻害されたので，塩汁はトリプシン様，キモ
Table544、Effect　of　inhibitors　oれproteinase　activity　from　b亘ne
Inhibitoゼ
Final
Conc．
Rem組ning
Activity（％）
None
STI
DFP
TPCK
Pepsta廿neA
PCMB
IAA
NEM
1，10－Phenanthroline
EDTA
1mg／m1
1mM
100μM
1μM
lmM
lmM
lmM
1血M
lmM
100
18
21
68
91
96
100
97
76
81
＊STI：soybea血しfypsine　i1止ibitor。DFP　l　d五sopropyl　fluorophosphate、
TPCKゴー1－p－tosy1飢nino－2－pheny1就hyl　chlorome山ヌ1ketone．
　PCMB：p－chloromercuribe五zoic我cid．LへA：iodoacetate．NEM：
　且一ethyl　m，aleimide．EDTA：e山ylendia血neむetraace虹c　acid．
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トリプシン様，アミノペプチダーゼ様活性を持っ。なおイワシのアミノペプチダーゼは，
猛DTAで阻害されたた（Vo　eむa1．，1983）というが，本研究ではEDTAでほとんど阻害されな
か？た。しかしながらそれは，金属プロテアーゼ阻害剤の1，10－phena皿throlineでは強く
阻害された。塩汁アミノペプチダーゼは，既に報告されたアミノペプチダーゼとは異なっ
ているかもしれない。12％NaC1では，Table5－15に示したようにキモトリプシン活性は阻
害されず，アミノペプチダーゼはわずか17．2％阻害され，しかしトリプシンが68．4％阻害
された。これらの結果は，12湘aC1存在下でこれらのプロテアーゼが比較的安定であり，
いくつかのプロテアーゼが糠漬け熟成過程で魚肉を加水分解するに違いないことを示して
いる。結論として、糠漬け熟成に関与する塩汁プロテアーゼは、主に内臓に由来するセリ
ンプロテアーゼと金属プロテアーゼであると考えた。
Table5－15．　Spec迂icprotanase㏄tivityfrom，b直ne
Pfote血ase
　　Specific　　　　　　　　Re1磁veacUvity　　acdvi寧　　　（％）
μM－NA／minノ皿　rotei皿
Tryps血一1ike
Trアps血一Hke十STI
Tryps血一五止e　at12％NaCl
Ckymoαypsin－1ike
Chymotrypsi11－1i止e十TPCK
Chymo好psin一雌e紅12％NaC1
Aminopeptidase
AminopePtidase＋1，10－
　　　　　　Phenan山ro血e
！曲opep丘dase　at12％NaC1
6．93
1．78
2．19
0．45
0．20
O．45
1．22
0．09
1．01
100
25．7
31．6
100
44．4
1QO
100
7．4
82，8
要約
　塩汁，イワシより調製しだ内臓ならびに筋肉酵素にっいて高塩濃度条件下で3種プロ
テアーゼの特徴を比較し，塩汁プロテアーゼによる魚肉タンパク質加水分解のメカニズム
を検討し，糠漬け熟成過程でのタンパク質分解要因としての塩汁プロテアーゼの役割を論
じた。それぞれのプロテアーゼに対する12燃aC1の影響を検討したところ，塩汁プロテア
ーゼ活性は最も高く，内臓の活性は筋肉より高かった。塩汁と内臓の至適温度は55℃
で，筋肉の至適温度は50。Cであった。塩汁プロテアーゼは45～55。Cで温度安定性が最も高
く，65℃，60分間でほぼ活性が消失した。内臓の安定性は，45～55。Cの温度範囲で塩汁の
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活性を約20％消失し，60。Cで90％以上の活性を消失した。しかし筋肉プロテアーゼは40。Cを
除き不安定であった。塩汁プロテアーゼ活性はNaC1の濃度が増えると減少するが、その活
性は内臓や筋肉プロテアーゼより高い活性を保持していた。塩汁はpH8で最大活性を示
し，内臓と筋肉はpH6とpH10に活性のピークを示していた。塩汁プロテアーゼはセリンプ
ロテアーゼの阻害剤であるSTIやDFPにより強く阻害された。塩汁中のトリプシン，キモト
リプシン，アミノペプチダーゼの存在は，STIかTPCKか1，10－Phe皿anthrolineで確認した。
塩汁中の特異的プロテアーゼとアミノペプチダーゼは，それぞれの阻害剤で56．6～92．6％
阻害された。なおイワシのアミノペプチダーゼはEDTAでほとんど阻害されず1，10－
phenanthroli皿eでは強く阻害された。12％NaC1では，キモトリプシン活性は阻害されず，
アミノペプチダーゼはわずか17．2％阻害され，しかしトリプシンが68．4％阻害された。以
上から糠漬け熟成に関与する塩汁プロテアーゼは，主に内臓に由来するセリンプロテアー
ゼと金属プロテアーゼと考えた。
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第5章要約
　前章までに，好塩・耐塩性㎞生成菌がいわし糠漬け熟成中に不揮発性アミンを生成する
ことを指摘した。糠漬け熟成中の変化に関与するのは，好塩・耐塩性㎞生成菌のみならず
塩汁が熟成中の変化に関与割合が大きいと考えた。そこで高温は熟成促進因子と予想し，
高温熟成品の品質を検討した。高温熟成品の水分，NaC1含量，pH，丁幽一N，NPN／TN，
舳im－N／TN値は，従来品よりも低かった。高温熟成品の官能検査結果から，従来品とほと
んどの項目で有意な差を認めなかった。したがって高温は，熟成を促進する因子であるこ
とが判明した。
　このように高温が熟成促進因子である理由の一つは，熟成時に添加される塩汁中のプロ
テアーゼが温度により魚肉分解が促進されたためと考えた。そこで塩汁中で発酵させたイ
ワシと従来品魚肉の窒素成分の消長を検討した。120日後の塩汁発酵品の全アミ’酸含量
は，従来品の180日後よりも高かった。したがって塩汁は，熟成中に魚肉タンパク質を分
解し，アミノ酸を蓄積する傾向を促進した。
　塩漬け後魚肉のアルカリプロテアーゼ活性は4倍に増加し，さらに塩汁発酵100日後に
は2倍以上に増加し，そのアルカリプロテアーゼ活性は従来品よりも高かった。塩汁発酵
品の酸性プロテアーゼ活性は従来品の活性より10倍商かった。糠の酸性プロテアーゼ活性
は，塩汁の活性とほぼ同じであったが，糠のアルカリプロテアーゼは塩汁や麹のそれらよ
りも低かった。塩汁，麹，糠プロテアーゼの魚肉分解率を比較したところ，塩汁は，麹，
糠より高かった。以上より塩汁は，糠漬け熟成時のタンパク質分解に重要な役割を持つと
結論した。
　っぎに塩汁，イワシ内臓ならぴに筋肉酵素の高塩濃度条件下での，3種プロテアーゼ
の特徴を比較し，塩汁プロテアーゼによる魚肉タンパク質加水分解のメカニズムを検討し
た。12湘aC1添加での活性は，塩汁が最も商く，内臓の活性は筋肉より高かった。塩汁と
内臓の至適温度は55。Cで，筋肉の至適温度は500Cであった。塩汁プロテアーゼは45－55。C
で温度安定性が最も高く，65。C，60分間でほぼ活性が消失した。内臓の安定性は，45－55
。Cの温度範囲で塩汁の活性を約20％消失し，60。Cで90％以上の活性を消失した。しかし筋肉
プロテアーゼは40。Cを除き不安定であった。塩汁プロテアーゼ活性はNaC1の濃度が増える
と減少するが、その活性は内臓や筋肉プロテアーゼより高い活性を保持していた。塩汁プ
ロテアーゼはSTIやDFPにより強く阻害された。塩汁中のトリプシン，キモトリプシン，ア
ミノペプチダーゼは，それぞれの阻害剤で56．6～92．6％阻害された。12％NaC1では，キモ
トリプシン活性は阻害されず，アミノペプチダーゼはわずか17．2％阻害され，しかしトリ
プシンが68．4％阻害された。以上から糠漬け熟成に関与する塩汁プロテアーゼは，主に内
、臓に由来するセリンプロテアーゼと金属プロテアーゼと考えた。
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第6章いわし糠漬け熟成中に添加される差し汁（塩汁）による魚肉分解物の食品機能性向
上に関する研究
緒論
　前章で，塩汁にはプロテアーゼの給源としての役割があることを指摘した。ところで塩
汁プロテアーゼの魚肉分解物に，食品機能性を有することが予想された。そこで本章で
は，糠漬け熟成過程で生成される魚肉分解物が，熟成過程での食品機能性の向上に関与し
ているかどうかを明らかにすることを目的とした。なおいわし糠漬けは，長期間の熟成を
必要とするが，酸化が進んでいないことは，熟成中にこれまで知られていない抗酸化物質
が魚体に生成されているためと推測した。そこで，熟成中に生成される魚肉分解物の抗酸
化性や高血圧予防効果のあるアンジオテンシン1変換酵素（ACE）の阻害活性の消長を検討
し，塩汁の役割と食品機能性向上との関連を検討した。
　その結果，糠漬け熟成過程で生成される成分には，新しい機能を持っ成分が存在するこ
が明らかとなった。すなわち，熟成過程で生成する熱水抽出物中には，抗酸化性やACE阻
害活性を示す成分が存在することが判明した。さらにモデル実験より，塩汁中のプロテア
ーゼによる，タンパク質分解物が前述の活性を示していたと推察しだ。
　以上から，塩汁はプロテアーゼの給源としての役割があるのみだけでなく，熟成過程で
生成される魚肉分解物と食品機能性の向上との関連を考察した。
第1節　いわし糠漬け熟成過程で生成される抗酸化性物質
　塩汁による魚肉分解物が，糠漬け熟成過程での抗酸化性の向上に関与しているかどうか
を検討した。これまでの研究でイワシやカラフトししゃものタンパク質加水分解物に，抗
酸化性がある（Hatate就a1．，1990，1㎞arowicz　eむa1。，1997）ことが知られている。し
たがって糠漬けの熟成過程で，抗酸化性を有する魚肉分解物が生成し，これまでに知られ
ていない抗酸化性物質が魚肉に生成されている可能性がある。なお糠漬けの脂質が非常に
酸化しやすいといわれているにもかかわらず安定である（Cha皿g就a1．，1992）との報告
はあるが，これまでに，糠漬け熟成過程で生成される抗酸化物質の実態を明らかとした報
告はない。
　そこで本節では，生イワシと糠漬けの脂質の酸化の程度を比較し，糠漬け脂質の安定性
を調査した。さらに熟成過程での糠漬け熱水抽出画分の抗酸化性の消長を検討した。糠漬
け中に含まれる抗酸化物質の実態を明らかにするため，糠漬けを各画分に分画し，それぞ
れの画分の抗酸化力を測定した。その画分のうち，抗酸化性が強く収量の多い画分につい
て，加熱やpH変化の抗酸化力の影響を検討した。最も抗酸化性が強い画分の化学成分を分
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析するとともに，本分画物の抗酸化機構解明のため，DPPHラジカル捕捉能を測定した。さ
らに本画分を酵素で加水分解し，抗酸化力の変化を調査した。また本画分をゲルろ過で分
画し，それぞれピークの抗酸化力とアミノ酸組成を検討した。
　一方こうした抗酸化成分の実態解明とともに，糠漬け熟成中の抗酸化成分生成に塩汁が
関与するかどうかをモデル系で明らかにするため，イワシ魚肉とイワシ筋原繊維タンパク
質溶液に塩汁を添加したモデル系で，室温で3日間加水分解した分解液の抗酸化性とペプ
チド含量を測定した。前述のモデル系で，塩汁が熟成中に抗酸化物質を生成する可能性を
論じ，塩汁添加の意義が抗酸化性物質の生成を促進し，結果的に食品機能性の向上につな
がるかを考察した。
実験方法
　試料：新鮮イワシと市販いわし糠漬け（室温で6カ月以上発酵）は，第4章第3節に示
した水産加工業者より購入し，脂質酸化安定性の実験と抗酸化物の分画に使用した。熟成
過程での抗酸化性の測定に使用した糠漬けは前述の業者より1カ月ごとに経時的に入手し
た。
　脂質の抽出と酸化の測定：生イワシと糠漬けの脂質は、羽田野ら（1993）の簡易抽出法で
行った。脂質の酸化の程度は，POV，TBA，COV，AVの値より判断した。POVの測定は，AOAC
の手順（Association　of　Official　Analytical　Chemists，1990）に従って行った。TBA値
は，衛生試験法注解（日本薬学会，1990）の方法にしたがって，マロンアルデヒド量に換算
した。COV値とAV値は，日本油化学協会の公定法（日本油化学協会）に従って油脂1kgに対す
るマロンアルデヒドの㎎で算出した。
　糠漬けからの抗酸化性物質の分画：糠漬けの抗酸化物質の分画（F1－F7）は、Fig．6－1に
示した手順で行った。糠漬けの可食部に1．5倍量の蒸留水を加え，蒸留水とともに均一化
した。そのホモジネートを98。C，15分加熱し，東洋ろ紙No．2でろ過しその残さをF1とし集
めた。ろ液（F2）をn一ヘキサンで脱脂処理し，その油層をF3として集めた。水層は透析によ
り（分子量排除限界：1．2×104Da），内液（F4）と透析物に分画し，透析物は陽イオン交換
樹脂カラム（5×20c皿，AG5㎝一x4，Bio　Rad）に添加した。水で洗浄後，2Nアンモニアで溶
出され減圧濃縮し濃縮物を凍結乾燥し（F5），透析（排除限界：1．2×104Da）により内液
（F6）と透析物（F7）に分画した。それぞれの画分を凍結乾燥した。
　抗酸化活性の測定＝リノール酸モデルにおける抗酸化活性は，Ozawa　eむa1．（1981）の方
法で測定した。すなわち各試料（1㎎）を，リノール酸（O．13m1），99．0％エタノール（10皿1），
50一リン酸緩衝液（pH7．0，10m1）の混合溶液に加え，全体の容積を蒸留水で25mlにし，密
栓容器に入れ40。c暗所で保存した。保存中適宜，酸化の程度をロダン鉄法（Mitsuda就
a1．，1966）にて測定した。
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　魚肉ホモジネートにおける抗酸化性の測定は，Shahidi就a1．（1ggo）の魚肉モデル系に
おける魚肉の酸化の程度を，Shahidi　eむa1．（1991）の手順でマロンアルデヒド量で算出し
た。DPPHラジカル捕捉能は，内山ら（1968）の方法に準じて，DPPH（α，α一diphe皿yl一β一
picrylhy“razy1）を用いて，30分反応後の517皿の吸光度の減少量から測定した。
　糠漬け分画物の加熱ならびにpHの変化に対する影響：分画物の加熱に対する影響を調
べるために，試料を98。cで30～60分間加熱後の抗酸化力をロダン鉄法（Mitsuda就a1．，
Raw　sardine　or　Fermented　sardine　with　rice－b㎜（FSR．）
　　　　　　　一　added　with1．5volu皿es　of　disti皿edwa町
　　　　　　一ho皿ogenized
　　　　　　　　　I｛eatedat98℃for15血n．
Residue
（F1）
Fi　trate（F2）
　　Def飢ed　withn－hexane
Oillayer　　　　　Aqueous　layer
（F3） 　トーD’記融　n1血’t12×1伽
　　　　　　　　　　　　l
　　　　　　　　　　Dialyzate　Cation　E笈cha㎎e　Res血　　　Retent飢e　　　　　　　　　　　　一（AG50W－X4，Bio－Rad）　　　（F4）
　　　　　　　　　　　　＿Washed　witb　disしilled　water
　　　　　　　　　　　　＿Eluted　with2N　N壬｛40H
　　　　　　　　　　　　　　Freeze　dhed（F5）
　　　　　　　　　　　　　　　Dialysis（the　exclusionli皿it　l
　　　　　　　　　　　　　　　l2×1伊Dの
　　　　　　Retentate　　　　Dialyzate
　　　　　　　（F6）　　　　（F7）
Fig．．6－1・Fractionadonof㎝tioxidantfrom．r珊縦dineand
　　　　fermentedsard血ewithtice－bran
1966）で測定した。pHの変化による影響は，10㎎の試料を10m1の酢酸緩衝液（pH3，pH
5），リン酸緩衝液（pH7），グリシン緩衝液（pH9）に溶解して120分後の抗酸化力を加熱時
と同様な方法で測定した。
　分画物の化学成分＝水分，NaC1含量は，AOACの手順（Associatio皿of　Official
A皿alytical　Che皿ists，1980）により測定した。全窒素は，ミクロケルダール法で測定し
た。ペプチド由来と遊離アミノ酸量は，アミノ酸のOPT誘導体の蛍光強度をモニターする
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HPLC（舳ino　acid　analytical　system　LC10A，島津製作所，京都）にて測定した。全糖
量はフェノールー硫酸法で定量した。
　分画物の酵素分解：試料5㎎と50μgの各酵素（pepsin，pro皿ase，acti皿ase）を各酵素の
至適pHに調整後，50皿1に蒸留水でメスアップして，37℃48時間加水分解を行った。この
加水分解物の抗酸化力を，ロダン鉄法（Mitsuda砿a1．，1966）で測定した。
　ゲルろ過：分子量は，蒸留水で平衡化したSephadex　G－25カラム（2．5×50c皿）を用い
て測定した。それぞれのフラクション（4m1）の280皿での吸光度を測定した。Sephadex　G－
25カラムで得た皿IFフラクションを，蒸留水で平衡化TSK－GEL　Toyopea1㎜一40カラム（2．5
×72cm）に添加し，蒸留水で溶出させた。溶出ピークを280㎜でモニターし，それぞれの
ピークを集め，その乾燥物（1㎎〉の抗酸化活性を，リノール酸酸化モデル系で測定した。
なお相対抗酸化活性（R．A．A）は、以下の式より6日放置後のデータより算出した。
R．A．A．＝　｛（△Dc一△Ds）／△Dc｝／｛（△Dc一△DE）／△Dc｝，ただし△Dcはコントロール
の△0．D．（抗酸化剤無添加），△Dsは試料の混合溶液，△DEは最も抗酸化性のある試料の混
合溶液である。
　アミノ酸分析＝アミノ酸は，前述のH肌Cで定量した。それぞれのペプチド由来のアミノ
酸量は、6N塩酸で110。C24時間加水分解して測定した含量から遊離アミノ酸量を引くこ
とで算出した。
　塩汁添加モデル系での抗酸化力の測定＝塩汁粗酵素の調製は，第5章第3節と同様に
行った。魚肉ホモジネートモデルでの加水分解は，以下の手順で行った。すなわち，イワ
シ肉の可食部30gに蒸留水45皿1を加え，この量に対して12％の濃度となるようにNaClを9
9添加して，18，000r悶．，10秒間ホモジナイズした。このホモジネートに対して，塩汁粗
酵素を1．5％の濃度となるように添加し，蓋付きガラスビン（4本作成）で室温で保存し
た。経時的にそれぞれのガラスビンのホモジネートを，98。Cで15分間加熱し18，000叩皿，
10分問遠心分離を行い，この上清を採取した。この上清の凍結乾燥物を魚肉ホモジネート
分解物とした。イワシ筋原繊維タンパク質分解物は，以下の手順で作成した。すなわち，
関ら（1980）の方法で調製した。この筋原繊維を凍結乾燥し，1％タンパク質溶液に終濃度
12％となるようにNaC1を，終濃度1％となるように塩汁粗酵素を添加し，魚肉ホモジネー
トと同様に保存後，加水分解物を調製した。加水分解物の抗酸化力は，リノール酸モデル
でで，ペプチド含量はローリー法（Lowryθむa1．，1951）で測定した。
結果ならびに考察
　Table6－1に原料生イワシと市販糠漬けの脂質のPOV，TBA，COV，AVを示した。生イワシ
のPOV，COVとAVは，文献（Changθむa1．，1992，佃，1951，柴田，1980）のそれらとほぼ同
じレベルであった。文献よりの生イワシのTBA値は，明らかに本研究での分析値より高
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かった。したがって本研究での生イワシの脂質は，酸化の初期的段階であると判断され
た。熟成中にTBA，COV，AV値がわずかな増加が認められたが，AVを除くこれらもまた，
Table6－1POV，TBA，COV，and　AV　ofthelipids　inra』w　sardine　a皿d
com皿erdal　fer皿en』ted　sardi皿e　with　rice－bran（FSR）
Raw　sardine FSR
AnalysisReferencesAnalysisReferences
POV
（meq／kg　lipid）
TBA
（mg　malonaldehyde
／kg亘pid）
COV
（nleq／kg　hpid）
AV
（㎎〆kg　Hpid）
9．～）±4．1　　7．6－42，6a），b）
0．53±0．07　　　83±6．5a）
0．62±0．07
18．8±1．3
0．5－4．1c）
O．6＿19b），c）
11．2±2，7 11．9－60．2d）β）
15．43±2．03　　　63．0－82．1の
6．50±0．69　　2．5－16．8d）・e）
83．4±0．8　　53．4－59．6d）ρ）
Analy亘cal　values　were　the　mean±SD（n＝5）．
　a）：Cha皿9就認f．（1992）．b）：Tsukuda（1978）．c）：Shibata（1980）．d）＝Chang　e重堀．
　　　（1991）．　e）：Izumi　e餓f、（1989）．
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Fig．6－2．Antioxidative　activities　of　hotwater　solublefraction
　　　　　　（1・000μ9）ofthefer皿enteds欝dinewith五ce－br㎝
during　　　theripenmg　inlinoleic　acid　system　as　measured　by
　　　　　　　thiocya購emethod㎡ter血cuba亘onfor4d昭瓢40℃．
　　　　　　Tocophero1（200μg）was　used　fo山e　s凱nd鍵d　sam．ple、
　　　　　　Thecon』trolwas　considerd　tohave100％1ipid
per・xidati。岬i山。山erv飢uesbei㎎岬。貫ed郎apercent昭e
　　　　　　peroxidation　in　relation　to　tぬe　con』troL　Reporしed　values
was　　　　the　meaa±SD（n＝3）．
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文献（Changら，1991，泉ら，1989）よりどちらかというと低かった。したがって糠漬けの
油脂は，イワシ油が酸化しやすいにもかかわらず，かなり安定であった。Changら（1992）
は糠漬けの脂質は安定であると報告している。しかし，糠漬け熟成中に生成する抗酸化物
質ついての報告はほとんどない。これまでに糠漬けの熟成過程で，魚肉中タンパク質の分
解が確認されたので，こうした過程で抗酸化活性を示すタンパク質加水分解物の生成が予
想された。Fig．6－2に，熟成中の糠漬け熱水抽出物の抗酸化性の変化を示した。その抗酸
化性は，熟成に伴い約40％増加した。その抗酸化性は活性炭により脱色しても低下しな
かったので，褐変物質が抗酸化活性に原因しなかった。
Table6－2．「Yields　of　each　fracしionffom　raw　s就rdine　and　the
　　　　　fermented　sardin，e　with　hce－bran（FSR）
Fraction Yield（9／100gdryma江er）
Raw　sardine FSR
Fl
F2
　F3
　F4
　F5
　　F6
　　F7
7タ．1
20．8
　0．6
　5．2
　2．4
0．01
1．0
57．0
42．9
　0．6
　12．0
　10．2
　　0．38
　　　5．7
Table6－2に，糠漬けに存在する抗酸化成分を明らかとするため，糠漬け由来各画分と生
イワシの収量と各画分の抗酸化力を示した。生イワシではF1の含量が糠漬けより多く，
糠漬けのF2，F4，F5，F6，F7の収量は生イワシより高かった。これは熟成に伴い，糠漬け
由来の抽出物が増加し，特に低分子の陽イオン交換樹脂に吸着される成分が増加している
ことを示していた。F6画分の収率は，生イワシでの含量は極めて少く，糠漬けでは生イワ
シと比較して約40倍に増加していた。そこで魚肉中の熟成中の抗酸化活性の増加は，F6成
分の増加が原因と考えられた。熟成過程での抗酸化性の増加は，抗酸化性ペプチドが生成
されたためと考えた。
　Fig．6－3に，Fig．1で分画した各画分の抗酸化力をリノール酸モデルで測定した結果を示
した。F6とF2画分は抗酸化活性があり，F6の活性が最も強かった。またF1，F3，F4，F7に
は抗酸化性を認めなかった。Table6－2に，糠漬けに存在する抗酸化成分を明らかとする
ため，糠漬け由来各画分と生イワシの収量と糠漬けの各画分の抗酸化力を示した。生イワ
シではF1の含量が糠漬けより多く，糠漬けのF2，F4，F5，F6，F7の収量は生イワシより
高かった。これは熟成に伴い，糠漬け由来の抽出物が増加し、特に低分子の陽イオン交換
樹脂に吸着される成分が増加していることを示していた。F6画分の収率は、生イワシでの
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た場合の抗酸化性の影響を検討した結果を示した。これより，F2画分に含まれる抗酸化
物質は，加熱やpHの変化に対してほとんど影響を受けないことが判明した。
　すでに，F2画分はリノール酸モデルで抗酸化性を示し，Fig．6－1やFig．6－3から判断
されるように，F6画分の成分はF2画分にも含まれF6画分の抗酸化性が最も強かった。
そこでF6画分を生イワシに添加して，抗酸化性が認められるかどうかを調査しTable6－3
に示した。これよりコントロールと比較して，F6画分を添加すると魚肉ホモジネートの
モデル系でのマロンアルデヒドの増加量が少なく，BHT添加時より効果が強かった。Table
Table6－3、AntioxidativeaαivityofF6frac亘onfromtheferme虹tedsardine
withrice－bra曲1afishme飢modelsystemevaluatedbym丑1igrams
ofmalonaldehyde　equivalents　perkilogram　ofcooked　muscle　of
sard血estored紅5℃for7days
Treatment Malonaldehyde（mg）
Sめrage㎞e（days）
0 7
Increaase　of
皿alonaldehyde
　　（皿9）
Control
F6
BHT
13．4±0．5
15．7±0．4
9．7±0．8
29．6±0．1
26．6±0．1
22．2±O．1
16．2
10．9
12．5
Values　are　means　of　three　determinations±sta皿dard　deviati．on．
6－2とTable6－3より，糠漬け熟成中に脂質が安定である原因の一つは，強い抗酸化成分を
含むF6画分の含量が，熟成中に増加したため魚肉の酸化安定性が増したことによると考
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えた。Table6－4に抗酸化性の増加と関連する成分を含むF6の化学分析を示した。なおF6
画分は凍結乾燥物を使用したが，結合水かどうかは明らかではないが若干の水分を含んで
いた。同画分はペプチドを主成分として，他に若干の糖と遊離アミノ酸を含み，220㎜に
最大吸収を示すニンヒドリン反応陽性であった。
Table6－4．Chemical　analysis　of　F6fr我ctio亘from　the
fermented　sardinewith　dce－bran
Contents％
Moisture
Aminoacidsfrompeptide（Combined
aminoacid）
Free　a曲o　acid
To田1sugar（as　glucose）
13．5
71．89
3．31
9．3
Table6－5．Amino　acid　analysis　ofF6fractionfromthe
　　　　　　fernlented　safdine　with　rice－bran．
A皿血oacidFree　a■nino　acid　（g／100g）
Amino　acid　from
peptides（g／100g）
Molor　ratio　of
a血no　acid　from
　pep亘de　to
　methio血e
Asp
Thr
Ser
Glu
Pro
Gly
Ala
Cys
Val
Met
Ile
Lue
Tyr
Phe
恥Lys
Arg
0．22
0．03
0．03
0．22
0
0．16
0．13
0．19
0．24
0．22
0．12
0．23
0
0．38
0．60
0．54
0
7．86
2．58
2．84
12、64
2．18
4．21
4．17
　0
2．94
1。27
2．58
5．05
2．30
2．48
5．77
8．24
4．78
6．94
2．54
3．17
10．09
2．23
6．59
5．50
　0
2．95
1．00
2．31
4．52
1．49
1．76
4．37
．6．62
3、22
Tota1 3．31 71．89
98
F650ppm
F6100ppm
F6500ppm
α一Toc50ppm
ControI
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　　　DPPH　RadicaIs（％of　control）
The　DPPH　radical　scavenging　actMty　of　F6
fraction　from　fermented　sardinewith　rice－bran
F6画分の抗酸化機構を解明するために，DPPHラジカル捕捉能を測定した結果をFig．6－6に
示した。ポジティブコントロールとして使用したα一Toc（α一トコフェロール）と比較した
ところ，同濃度では同画分に補足活性は認められず，10倍濃度でもα一Tocよりも活性は弱
かった。したがって同画分の抗酸化機構は，ラジカル捕捉以外の機構であることが推察さ
れた。
　そこでF6画分のペプチド由来と遊離アミノ酸の組成を分析し，その結果をTable6－5に
示した。ペプチドを構成しているアミノ酸としては，Glu，Lys，Asp，Lueの比率が高く，
遊離アミノ酸ではHis，Lys，Pbeの比率が高かった。幡手ら（1990）は，ペプチドが抗酸化
性を有するには一定以上の分子量が必要であると報告している。そこで，ペプチドが主成
分であるF6画分をプロテアーゼで加水分解した場合の抗酸化力の変化について検討し，
Table6－6に示した。酵素で分解しない場合には，明らかに抗酸化力を認めたが，酵素分
Table6－6．Changes血antioxida亘ve　activities　of　F6fraction　hydrolysates
　fromthe　fermented　sardine　with　dce－bran血1in．01eic　acid
　system　as　measured　by　thiocyana勧e　metkod　afにr　incubation　at
　40℃for7days
EnzymePfeparaUon
Exten』tof
peroxidation
asA500nm
％1血hibition．of
　peroxi飢ion
Bla血k
Noぜea㎞en』t
Pepsin
Pronase
Ac山㎜se
0．679
0．107
3．120
3．364
3．518
100
15．8
459．5
495．4
518．1
99
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解すると酸化を促進し，抗酸化力は消失した。したっがって，同画分の抗酸化性発現に
も，一定の分子量が必要であることが判明した。そこでF6画分を，さらにカラムで分画
し，それぞれのピークの分子量と抗酸化力を検討した。既に述べたようにF6画分は，
220㎜に最大吸収波長を持っが，ここではペプチド以外にもタンパク質にも抗酸化性が認
められる可能性を考え，280㎜で溶出をモニターした。その結果Fig．6－7に示したように，
G－25カラムでは㎜で示したピーク以外のピークは認められなかった。そこで㎜r－40カラ
ムで分離を試みたところF6画分は，6っのピーク（P1－P6）に分離され，P1とP2は分子量の
標準から約4700と3600であった。さらに各ピークの抗酸化活性を測定した結果，その抗酸
化性はP1，2＞P3＞P4＞P5，6の順であった。こうした各ピークの抗酸化性の違いは，それ
に含まれるペプチドの含量の違いが原因すると考えた。クの抗酸化性の違いは，それに含
まれるペプチドの含量の違いが原因すると考えた。
　　　Table6－7．　Aminoacidanalysisofeachpeakfro皿F6frad；ion
〈エnino　acid　from　pePUdesAmino
acid P1，2 P3 P4 P5，6
9／1009mo1＊9／1009m，01球 9／1009m．01＊ 9／1009」皿01＊
Asp13．8412．405．1712．430．942．990．363．23
Thr4．404．410．932．50O．301．070．171．70
Ser 4．435．030．932．830．341．37O．131．48
Glu 17．6914．346．3713．861．313．770．493．97
Pro 5．505．700．982．720．471．73 0．181．87
Gly 9．9015．721．747．410．663．720．304．76
Ala 4・．74 6．351．103．95O．4・2 2．000．233．08
Cys o 0 0．13 0．34・ 0．080．28 0 0
Va1 3．463．520．651．780．31 1．120．161．63
Met 0 o 0．050．110．150．430．040．32
11e 1．101．000．41 1．OO0．31 1．000．11 1．00
Lue 2．542．310．81 1．980．531．71 0．222．00
Tアr 1．q21．260．460．820．210．490．181．18
Phe 0 0 0 0 0．290．740．271．95
恥 4．193．221．463．010．531』45O．191．46
Lys 12．039．81 O 0 1．253．620．675．47
Arg5．603．831．322．420．481．170．291．99
Tota191．34 『 22．51 一 8．58 一 3．99 一
★　：mol　ratio　of　amino　acid　from　peptides　tQ　isoleudlne．
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　そこで各ピークのペプチド由来アミノ酸組成を分析し，Table6－7に示した。これより
P1，2画分のペプチド含量が最も多く，P5，6が最も少なかった。Fig．6－7で認められた各ピ
ークの抗酸化性の強さの順番と，ペプチド含量の順番は一致した。したがって，ペプチド
含量が多ければ，抗酸化性が強いことが判明した。なおP1，2は，Asp，Glu，Gly，Lysを
主に含むペプチドで構成されていた。ペプチドが抗酸化性を示すメカニズムは，酸化促進
金属（Cu，Fe）を含むタンパク質やアミノ酸とキレート結合することで，スーパーオキシ
ドラジカルの生成を抑え酸化を抑制するという（Decker就a1，1990，Decker，1998）。な
おLysを含むペプチドは，主にそれらのキレート作用による抗酸化性を示すことが見いだ
さ訓ていおり（末綱，1999），Lysにはラジカル捕捉活性があることが報告されている
（Gardner，1979）。したがってLysを含むペプチドは，糠漬けに新たに見いだされだ機能性
物質と考えた。以上よりF6画分の抗酸化性ペプチドは，糠漬け熟成過程で生成される新し
い機能を持つ成分であると考えた。
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　っぎに，糠漬け熟成過程で添加される塩汁酵素による，魚肉タンパク質加水分解物に抗
酸化性が認められるかどうかを調べた。Fig．6－8に示したように，塩汁添加と無添加時の
ホモジネート中のペプチド含量は両者とも経時的に増加し，その増加量は塩汁添加区で大
きかった。なお塩汁無添加区でも，魚肉それ自体が含んでいるプロテアーゼによる自己分
解でペプチド含量が増加したが，抗酸化力は塩汁区の方が無添加区よりも強かった。した
がって，塩汁を添加しなくても自己分解により，抗酸化性を示す分解物はホモジネート中
に生成されるが，塩汁を添加することでより効果的に抗酸化性を有する分解物が生成して
いると考えた。そこでFig．6－9に筋原繊維タンパク質分解物中のペプチド含量とその抗酸
化力の消長を示した。本モデルは，魚のタンパク質の約70～80％が筋原繊維タンパク質で
あるといわれているため，魚肉タンパク質加水分解物のペプチド含量と，抗酸化性との関
係を明らかにする目的で行った。これより塩汁添加区と無添加区の両区で，ペプチド含量
は増加したが，その傾向はホモジネートでの結果と同様に添加区の増加量が大きかった。
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抗酸化力の経時的増加は，塩汁添加区のみ認められ，無添加区での明らかな増加は認めら
れなかった。したがって，抗酸化性を示すタンパク質分解物は，塩汁プロテアーゼによる
イワシ筋原繊維タンパク質分解中にも存在するが，イワシ筋原繊維タンパク質をそれ自身
放置しても効率的に抗酸化性を示すタンパク質分解物は生成されないことが判明した。以
上より，塩汁プロテアーゼは，熟成中に魚肉タンパク質を分解する結果，抗酸化性を示す
新たな機能性ペプチドを生成すると考えた。したがって，糠漬け製造時の塩汁の添加は，
食品機能性の向上の面でも有意義な操作であると考えた。
要約
　生イワシと糠漬けの脂質の酸化の程度を比較した。さらに熟成過程での糠漬け熱水抽出
画分の抗酸化性の消長を検討した。糠漬け中に含まれる抗酸化物質の実態を明らかにする
ため，糠漬けを各画分に分画し，せそれぞれの画分の抗酸化力を測定した。その画分のう
ち，抗酸化性が強く収量の多い画分について，加熱やpH変化での抗酸化力を検討した。本
画分の化学成分を分析し，さらにDPPHラジカル捕捉能を測定した。本画分を酵素で加水分
解し抗酸化力の変化を調査し，またゲルろ過で分画しそれぞれピークの抗酸化力とアミノ
酸組成を検討した。なお熟成中の抗酸化成分生成に，塩汁が関与するかどうかをモデル系
で明らかにするため，イワシ魚肉とイワシ筋原繊維タンパク質溶液に塩汁を添加したモデ
ル系での抗酸化性とペプチド含量より，塩汁が抗酸化物質を生成する可能性を論じ，塩汁
添加の意義を考察した。その結果，糠漬け熱水抽出物の抗酸化性は，熟成に伴い約40％増
加した。糠漬け由来F6画分の収率は，生イワシでの含量は極めて少なく，糠漬けでは生イ
ワシのそれと比較して約40倍に増加していた。リノール酸モデルでの抗酸化力は，F6画分
の活性が最も強かった。F6画分は，魚肉ホモジネートのモデル系でもBHTより抗酸化力が
強かった。F6はペプチドを主成分とし，ラジカル捕捉能は弱かった。F6画分のペプチド
を構成アミノ酸は，Glu，Lys，Asp，Lueで，プロテアーゼで加水分解した場合，酵素分解
後に抗酸化力は消失した。F6画分は，㎜“一40カラムで6っのピーク（P1－P6）に分離され，
P1とP2は分子量の標準から約4700と3600であった。さらに各ピークの抗酸化活性を測定し
た結果，その抗酸化性はP1，2＞P3＞P4＞P5，6の順であった。P1，2は，Asp，Glu，Gly，
Lysを主に含むペプチドで構成されていた。塩汁添加と無添加時のホモジネート中のペプ
チド含量は両者とも経時的に増加し，その増加量は塩汁添加区で大きかった。
　なお塩汁無添加区でも，魚肉それ自体が含んでいるプロテアーゼによる自己分解でペプ
チド含量が増加したが，抗酸化力は塩汁区の方が無添加区よりも強かった。筋原繊維タン
パク質分解物中のペプチド含量とその抗酸化力の消長を検討したところ，塩汁添加区と無
添加区の両区で，ペプチド含量は増加したが，その傾向はホモジネートでの結果と同様
に添加区の増加量が大きかった。抗酸化力の経時的増加は，塩汁添加区のみ認められ，無
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添加区での明らかな増加は認められず，抗酸化性を示すタンパク質分解物は，塩汁プロテ
アーゼによるイワシ筋原繊維タンパク質分解中にも存在するが，イワシ筋原繊維タンパク
質をそれ自身放置しても効率的に抗酸化性を示すタンパク質分解物は生成されなかった。
　以上より，塩汁プロテアーゼは熟成中に魚肉タンパク質を分解し，新しく抗酸化性を示
すペプチドを生成すると考えた。したがって製造時の塩汁の添加は，食品機能性の向上の
面でも有意義な操作であると考えた。
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第2節　いわし糠漬け熟成過程中の魚肉由来アンジオテンシン1変換酵素阻害活性の消長
　前節ではいわし糠漬け熟成中に塩汁に含まれるプロテアーゼが魚肉を分解し，魚体中に
抗酸化性物質を生成することを指摘し，糠漬けの食品機能性向上に関与していることを推
察した。なお抗酸化性を示し機能性向上に関与する成分は，糠漬け熱水可溶性画分中のペ
プチドを主成分とする窒素化合物物で，分子量約3900で，Asp，G1皿，Gly，Lysを多く含有
するペプチドを含むことを明らかとした。
　ところで，イワシ蛋白質加水分解物には，アンジオテンシン1変換酵素（EC3．4．15．1・
ACE）阻害ペプチドが存在する（未綱ら，1988，受田ら，1991）ことが知られている。なお
代表的な成人病の一つである高血圧には，病因的に血圧上昇の原因が明らかな病候性高血
圧と本能性高血圧とに大別される。高血圧症の約80％をしめる本態性高血圧は，自律神経
系やカテコールアミン及びアンジオテンシンを中心とした体液性因子が複雑に関わり合っ
ており，その中でアンジオテンシン1変換酵素（EC3．4．15．1＝ACE）阻害剤が、本態性高血
圧に有効であり，また他の降圧剤に比べ悪影響が少ないと言われている。したがって食品
由来のACE阻害ペプチドは，副作用がなくかつ降圧作用を持つ機能性成分として注目され
ている。これまで行われてきたイワシ加水分解物のACE阻害活性に関する報告は，プロテ
アーゼ，デナチームAPなどが用いられているが（松田，1992），糠漬け熟成によって生じる
ペプチドについてのACE阻害活性に関する報告はない。これまでに塩汁の添加は，魚肉中
のプロテアーゼ活性の増加に関連していると予想した。そこで糠漬け熟成中に，ACE阻害
活性を有するペプチドが生成され，魚肉のアンジオテンシン1変換酵素阻害活性が上昇
し，結果的に食品機能性が向上していると考えた。
　そこで本節では，糠漬け製造過程における魚肉熱水抽出画分のACE阻害活性の消長を検
討した。さらに，糠漬け製造の際に添加される塩汁から分離したプロテアーゼ生成菌を，
糠漬けとほぼ同じNaC1濃度12％のイワシホモジネートに接種し，接種前後のホモジネート
中の生菌数，プロテアーゼ活性，アミノ態窒素，ならびにACE阻害活性を比較し，プロテ
アーゼ生成菌の糠漬け発酵中の役割を考察した。
実験方法
　試料＝生イワシ，塩蔵イワシ，市販糠漬け，塩汁は，第4章第3節に示した水産加工業
者より購入した。
　魚肉熱水抽出画分の調製＝イワシならびに糠漬けは，数尾分を細切りし混合した試料を
用いた。各試料20gに，蒸留水200m1を加えて10，000rp皿で2分間ホモジナィズし，98。Cで
15分間加熱後氷冷した。この溶液をアドバンテック東洋社製No．2濾紙で濾過し，pH8．3に
調製した。
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　ACE阻害活性：Cus㎞an就a1．（1971）の方法で行った。すなわち酵素液の調製は，
AcE（ウサギ肺製；和光純薬工業製）1u皿itにホウ酸緩衝液（pH：8．3）1．6皿1を加え撹絆し，
0．1皿1づっ未使用の1．5皿1バイヤルビンに分注し，一40。Cで凍結保存した。測定時に解凍
し，0．7m1のホウ酸緩衝液（pH8．3）を加えたものを酵素液とした。基質は，（一）ヒプリル
ーL一ヒスチジルー：L一ロイシンn水和物（HHL；和光純薬工業製）50㎎を9．3皿1の1M　NaC1を含む
ホウ酸緩衝液（pH8．3）を加え，ラボミキサーで完全に溶解するまで5分間程度撹絆し，これ
を基質溶液とした。なお酵素反応は，酵素溶液0．1m1，試料溶液（1M　NaClを含むホウ酸緩
衝液；pH8．3）で希釈）0．1m1に，試験溶液0．05m1を加え，37。Cのドライブロックで1時間反応
させた。なおブランクは，酵素液を入れる前に，反応停止液である0．5N　HC1を0．25ml加え
たものを用いた。またネガティブコントロールは，基質に試験溶液の代わりにホウ酸緩衝
液（pH8．3）を加え，さらに酵素溶液を加えて1時間反応させたものを用いた。このネガティ
ブコントロールのブランクとして基質，ホウ酸緩衝液（pH8．3），0．5N　H㎝，酵素溶液を加
えた後1時間反応させたものを用いた。
　酵素活性の算出法：ACE活性（U／m1）はブランクの吸光値Eoと60分反応後の吸光値E60よ
り，以下の計算式で算出した。
　　　ACE活性（U／皿1）＝（E60－Eo）×（103×3）／｛10．44×O．819×0．33×60×O．05｝
だだしACElU3馬尿酸1耐／1皿inを生成する酵素活性，10．44×10－33228㎜における馬尿
酸1nMの吸光値，0．8913馬尿酸の抽出率，0．333酢酸エチルの分取比率，603反応時間
（分），0．053酵素溶液量（m1），331M　NaCl量（皿1）である・
　酵素阻害率＝以下の計算式より算出した。
　　　　　　阻害率（％）＝〈｛（C60－Co）一（S60－So）｝／（C60－Co）〉×100
ただし，S603基質0．1皿1に試験溶液O．1m1および酵素0．05m1を加えた後，37。Cで60分間反
応させHCl　O．25皿1を加え反応を停止させた時の吸光値，So3基質O．1m1に試験溶液0．1mlお
よび酵素0．05皿1，さらにHC10．25m1を加えた後37。Cで反応させた時の吸光値，C603基質
0．1皿1に緩衝液0．1m1および酵素0．05m1を加えた後37。Cで60分間反応させ，HCl　O．25m1を
加え反応を停止させた反応液の228㎜における吸光値，Co＝基質O．1皿1にbuffer　O．1皿1およ
び酵素0．05m1さらにHC10．25皿1を加えた後37。Cで反応させたときの吸光値である。
　タンパクの定量：熱水抽出試料100皿1を凍結乾燥し，ケルダール法でタンパク質を測定
した。この結果より，各熱水抽出試料がACE活性を50％阻害するタンパク質量（㎎），すな
わちIC50値に換算した。
　プロテアーゼ生成菌の粗酵素液の調製：塩汁を滅菌生理食塩水で10倍段階希釈し，スキ
ムミルク培地（スキムミルク1．5％1森永乳業，NaC15％，トリプトン1％1日水製薬，酵母
エキス0．5％3DIFCO）をL字管で，30。Cで培養し，プロテアーゼの確認できたL字官には
プロテアーゼ生成菌が生育していると考え，以下の実験に用いた。なおプロテアーゼ生成
菌を含む培地をさらに，NaClを0％，5％，10％，15％，20％，25％を添加したLB培地
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（pH6．5）に摂取し，30。Cで7日振とう培養した。この培養液を10，000rpmで15分間遠心し，
菌体を沈殿させた上清を粗酵素液とした。
　プロテアーゼ活性の測定：Murakami　et　a1．（1982）の方法に準じてプロテアーゼ活性を
測定した。
イワシホモジネート溶液の調製＝イワシ筋肉150gに蒸留水600m1を加え，皿A社製ホモジナ
イザーで13500rp皿で，5分間ホモジナイズした。魚肉10g相当すなわちホモジネート50gに
20％TCAを25皿1添加し，アドバンテック東洋社製NO．2濾紙で濾過し，この濾紙を40％NaOH
および0．1汕aOHでpH6．8に調整した。この濾液にNaC1を14g加え，100皿1にメスアップした
ものをホモジネート溶液とし，これにプロテアーゼ活性を認めたLB培地を接種後，室温で
2週間放置した。
　アミノ態窒素＝イワシホモジネートのアミノ態窒素をホルモール滴定法（平，1989）を用
いて測定した。
　生菌数の測定＝第5章第1節と同様に測定した。
結果および考察
　糠漬け発酵過程の魚肉中熱水抽出画分のACE阻害活性を測定し，IC50値を算出し図6－12
に示した。ACE阻害活性はデーターを示していないが塩蔵後にやや強くなり，さらに熟成
中にさらにACE阻害活性が強くなった。これは，糠漬け熟成中に魚肉中に存在するプロテ
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アーゼが作用した結果，阻害活性が上昇したと考えた。なお熟成期間が長いほど，魚肉中
のプロテアーゼ活性が高くなったことを第5章第2節で明らかにした。このプロテアーゼ
は， 糠漬け製造過程で加えられる塩汁由来，筋肉由来または発酵中に増加する微生物由来
のプロテアーゼにより活性は増加したものと考えた。なお糠漬け熟成180日後のACE阻害活
性はIC50値で0．65であり，受田ら（1991）がペプシンなどの酵素を使用したときほぼ同じ値
であった。つぎに，プロテアーゼ生成菌の生育を認めた培地を，さらにNaC10～25％添加
したLB培地で7日間培養した場合の，培地中のプロテアーゼ活性を図6－13に示した。7日
間という短期間ながらNaC1を25％添加した培地でも，プロテアーゼが検出された。なお，
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Table643Cha㎎lesintotalviablecount，proteaseadゴvity，andam．ino－NπNof
　　　　　　sardinehomo　inate　with　addition　oft』he　rotease　ositivebroth
Incubation．time（days）0 7 14
Total　viable
count
Contro1 7．5×103 2．4×107 6．8×107
Addition7．5×103 3．8×107 5．6×107
Protea5e
acしivitア
Control 0 0 0．009
Addition 0 0 0、036
Contro1 O．142 0．827 1．87
Amino－N／TNAddition 0、142 1、152 2．24
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塩汁のNaC1濃度は18～20％で，糠漬けのNaC1濃度は，第2章第1節より12％程度と，塩汁
と比較すると低い。しかし糠漬けの熟成期間は半年と長く，この製造過程で塩汁が添加さ
れるので，塩汁添加時に塩汁由来のプロテアーゼ生成菌が塩汁中や製品中でプロテアーゼ
を生成している可能性もある。それゆえプロテアーゼ生成菌のプロテアーゼも，ACE阻害
上昇に関与していると考えた。
　表6－13よりプロテアーゼ生成菌陽性培地を，イワシホモジネートに接種したところ，14
日後の生菌数は104へ増加しだが，プロテアーゼ活性はほとんど変化しなかった。コント
ロールに比べ接種の方のアミノ態窒素が増加していたので，プロテアーゼ生成菌が魚肉タ
ンパク質を加水分解したと考えられたが、ホモジネート中のプロテアーゼ活性に著しい増
加を認めなかった点との関連性は明らかではない。7日後に接種した方の阻害率は高かっ
たが，14日後には両者はほぼ同じ阻害率であった。なお阻害活性の増加原因には，塩汁由
来のプロテアーゼ生成菌のプロテアーゼが一部関与して生成したイワシ筋肉の加水分解物
がACE阻害を示したと考えた。
要約
　糠漬け熟成中における，魚肉熱水抽出画分のACE阻害活性の消長を明らかにした。さら
に塩汁の熟成時の役割を考察する目的で，いわし糠漬けモデルとしてNaC1添加イワシホモ
ジネートに塩汁を添加してプロテアーゼ活性が認められた培地を接種し，接種後の生菌
数，プロテアーゼ活性，ACE阻害活性の消長を検討した。その結果，糠漬け魚肉中の熱水
抽出画分のACE阻害活性は，熟成に伴い強くなった。また塩汁をLB培地に添加した場合，
培養時の培地中のプロテアーゼ活性は，NaC15％添加した培地で最も高い活性を示し，
NaC125％添加培地でもプロテアーゼ活性を認めた。
　NaC1を14％添加したイワシホモジネートに，プロテアーゼ活性陽性の塩汁添加培地を接
種し14日間培養したところ，コントロールと比べてプロテアーゼ活性，生菌数の明らかに
違いは認められなかった。一しかし，、㎞ino－N／TNやACE阻害活性は塩汁培養液を接種した方
が商かった。以上より阻害活性の増加原因は，塩汁由来のプロテアーゼ生成菌のプロテア
ーゼが一部関与して生成したイワシ筋肉の加水分解物がACE阻害を示したと考えた。
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第6章要約
　塩汁プロテアーゼによる魚肉分解物は，食品機能を有することが予想された。そこで熟
成過程で生成される魚肉分解物は，食品機能の向上に関与しているかどうかを検討した。
　はじめに，糠漬け中に生成される抗酸化物質の実態を明らかにした。糠漬け熱水抽出物
の抗酸化性は，熟成に伴い約40％増加したので，抗酸化物質が生成されたことが明らかと
なった。糠漬けと生イワシを分画してそれぞれの収率と抗酸化力を測定したところ，F6画
分の抗酸化性が最も強く，糠漬けでの収率は生イワシより約40倍に多かった。F6画分の化
学分析結果より，ペプチドを主成分とする窒素化合物であった。
　F6画分のペプチド由来と遊離アミノ酸の組成を分析したところ，ペプチドを構成して
いるアミノ酸は，Glu，Lys，Asp，Lueで，本画分をプロテアーゼで加水分解したところ，
酵素分解後に抗酸化力は消失した。本画分を，即一40カラムで分画したところ，6つのピ
ーク（P1－P6）に分離され，P1とP2は分子量の標準から約4700と3600であった。なお抗酸化
性はP1，2＞P3＞P4＞P5，6の順で，各ピー一クのアミノ酸組成を分析したところ，P1，2画分
はペプチド含量が最も多く，P5，6が最も少なかった。P1，2は，Asp，Glu，Gly，Lysを主
に含むペプチドで構成されていた。
　塩汁プロテアーゼの魚肉タンパク質加水分解物の抗酸化性を調べる目的で，塩汁添加と
無添加時の抗酸化力を比較したところ，塩汁添加の方が無添加よりも強かった。筋原繊維
タンパク質分解物中の抗酸化力を検討したところ，抗酸化力の経時的増加は，塩汁添加区
のみ認められ，無添加区での明らかな増加は認められなかった。したがって，抗酸化性を
示すタンパク質分解物は，塩汁プロテアーゼによるイワシ筋原繊維タンパク質分解中にも
存在するが，イワシ筋原繊維タンパク質をそれ自身放置しても効率的に抗酸化性を示すタ
ンパク質分解物は生成されなかった。
　以上より，塩汁プロテアーゼは熟成中に魚肉タンパク質を分解する結果，抗酸化性を示
すペプチドが生成され，結果的に魚肉中の抗酸化力が強くなると考えた。したがって，糠
漬け製造時の塩汁の添加は，新たな機能性成分を生成するので，食品機能性の向上の面で
も有意義な操作であると考えた。
　つぎに塩汁プロテアーゼの魚肉分解物は，ACE阻害活性の発現に関連していると予想
し，熟成中のACE阻害活性の消長を検討した。さらに塩汁培養液を，NaC1濃度12％のイワ
シホモジネートに接種し，接種前後のACE阻害活性を比較し，塩汁プロテアーゼ生成菌の
糠漬け発酵中の役割を考察した。
　その結果，糠漬け魚肉中の熱水抽出画分のACE阻害活性は，熟成が進むにつれて強く
なった。また塩汁をLB培地に添加し培養したところ，プロテアーゼ活性は，NaC15％添加
した培地で最も高い活性を示し，NaC125％添加培地でもプロテアーゼ活性を認めた。NaCl
を14％添加したイワシホモジネートに，プロテアーゼ活性陽性の塩汁添加培養液を接種し
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14日後に，舳ino－N／TNやACE阻害活性が高くなった。
　以上より阻害活性の増加原因は，塩汁由来のプロテアーゼ生成菌による加水分解物に
ACE阻害を有する成分が含まれていたと考えた。したがって，塩汁はプロテアーゼの給源
としての役割があるのみだけでなく，熟成過程で生成される魚肉分解物のなかには，抗酸
化性やACE阻害活性を示すペプチド成分が含まれているので，食品機能性を向上させてい
ると考えた。
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第7章総括
　いわし糠漬けは，石川県美川町を中心に製造される伝統的水産発酵食品であり，市販糠
漬け製品には㎞蓄積の報告例がある。しかし高濃度のNaC1を含む糠漬け製品のH皿蓄積に
は，既知の㎞生成菌が関与しているとは考えにくい。さらに糠漬け中にはHm以外の不揮発
性アミンの蓄積の可能性も考えられるが，それらの蓄積状況は明らかではない。そこで本
研究では，その前半でいわし糠漬け製品の不揮発性アミンの蓄積実態調査を行うととも
に，㎞蓄積にはこれまでに知られていないタイプの㎞生成菌が関与していることを予想し
たので，それら細菌による糠漬けのH皿蓄積の可能性を検討した。なお糠漬け製造時に，差
し汁として塩蔵中に魚体より浸出しだ塩汁を添加して製造されている。塩汁の役割には，
魚肉の脱水，腐敗防止，呈味成分の溶解と浸透が指摘されさらに呈味性の向上にも寄与し
ていると推測されるが，必ずしもそれだけとはいえない。そこで後半では，塩汁のこれま
だに知られていない役割を解明した。
　第2章では，糠漬け製品の不揮発性アミン含量と糠漬けモデルにおける不揮発性アミン
の生成を解析した。初めに市販糠漬けの不揮発性アミン含量の実態を明らかにし，さらに
水分，pH，NaC1，VBNにも測定した。その結果，糠漬け中には恥とTymの含量が高い試料が
存在することが判明した。冊Nを80㎎／100g以上含む試料では，Putを10．o㎎／100g以上，㎞
を50．0㎎／100g以上，T∬を40．0㎎／100g以上含むものが多く，VBNが40㎎／100g以下の試料
では，アミン含量の低いものが多かった。つぎに糠漬けの㎞蓄積の原因を検討するため，
糠漬けモデルとして，貯蔵中における塩蔵マイワシのアミンの消長を検討した。市販のマ
イワシを，コンポジットとした後，NaC1を魚肉に対し2％および12％となるように振り塩
で塩蔵し，30。Cで2％添加区は2日間，12％添加区は10日問貯蔵した。また前述のコンポ
ジットを15％NaC1溶液中で，30。Cで14日間立て塩で塩蔵した。両者の塩蔵後のアミン含量
を測定したところ，NaC12％添加区の貯蔵後にCad及び㎞が急増し，PutやTymも増加した
試料が多かった。NaC112％添加区の貯蔵後では，NaC12％添加区と比較して㎞の生成量
は少なかっが，貯蔵中に㎞，Put，Cad，丁皿の生成を認めた。なお立塩法による塩蔵中の
魚肉のアミン含量は，塩蔵後にP皿t，1㎞，Ty皿含量の増加した試料が多かった。塩蔵時の細
菌フローラの解析のため，マアジ肉を30℃で保存し，一般細菌フローラを調査した。新鮮
時の一般細菌フローラは，PseH面盟oηas　lIl／IV－NH，P5θロ面盟ona8m／IV－H，”わrfo一
加ro盟o盈a5，」吻raxellar4ef丑θむo胎e加r，Flayoわacむerf㎜が優勢で，他にP8θE面盟oηa3
1／Il，00㎜θわae加rf㎜r4r訪rOわaC加r，附erOCOeO肥，乱a助y10000CE5および非同定菌で
あった。塩蔵後には7f加fOr4θro盟oηas及びP3θHdo盟oηa3m／lV－Hが優勢となり，他に
P5θ掘o盟om51／II，P3eEdo盟oηa3111／IV一㎜，駈eroeocc配5，Sむa画yloooceo聡，非同定菌
群が検出された。
　前章にて糠漬けのH皿の蓄積には好塩・耐塩性H皿生成菌の関与が予想されたので，第3章
では好塩・耐塩性Hm生成菌の分布を調査した。すなわち市販糠漬けより好塩・耐塩性H皿生
　　　　　　　　　　　　　　　　　113
成菌の分離を試み，分離菌を5む帥yloeoee認と同定した。好塩・耐塩性㎞生成菌No．7株に
ついて，NaC110％ならびに12％添加したHdBでの㎞生成量を行った。20℃，30。C，37。Cの
培養でいずれも10％およぴ12％NaC1添加培地で㎞が生成され，特に37。Cでの生成量が著し
かった。したがって，本菌はいわし糠漬け製造過程で温度管理が不備な場合に，恥を蓄積
する可能性があると考えた。以上より糠漬けには好塩・耐塩性H皿生成菌が付着しており，
同菌がNaC1添加したHdBでH皿を生成することが確認できた。そこで，好塩・耐塩性Hm生成
菌の市販赤身魚加工品への分布を調査した。133検体の各種加工品のうち，35検体の試料
が陽性となっだ。そこで陽性の培養液から好塩・耐塩性㎞生成菌を計46株を分離した。分
離46株の23株（50％）は，働即虹1000coπs，20株（43％）は四加fo，1株（2％）は
P3eαdo盟omslIl／IV－NHと同定した。分離菌のNaC110～15％含有HdBでの20。C，2週間後の
1㎞生成量を検討したところ，23株のSta功yloooco聡のうち17株のHm生成量は比較的多く，
6株はNaC115％含有培地での㎞生成量が40㎎／100皿1以下であった。今回分離された
”わrfo，P3θロdo盟oηas　IlI／IV一冊およぴ非同定菌の恥生成量は40～100㎎／100m1の範囲で
あった。好塩・耐塩性㎞生成菌の海産魚における分布を調査したところ，市販マイワシ鮮
魚の28％に好塩・耐塩性恥生成菌が付着しており，マアジ，マサバ及びサンマでもほぼ同
じ付着率であった。分離好塩・耐塩性H皿生成菌37株を分離し，これら翫ap好10eoeoπ5（16
株），旋orocooe粥（5株〉，7f加10（10株）と同定した。また塩蔵マイワシの好塩・耐塩性
㎞生成菌フローラの解析から， A群を翫a助ylocoooη3，B群を岨eroeoeOE3，C群を”わrfo，
D群をPseロdo血oηas　III／IV－NH，E群をP3eロρo面oms　III／IV－Hと同定した。さらにA群はS。
ep毎θ遡f直s（6株）耐塩性菌株で，C群はyla18fη01y翻C認と同定した。なお塩蔵中に増加
しだ分離頻度の高かった甜ap虹1000eeE5は5．θρ1dθ㎜fdls，5．加㎜lf加5に同定された。し
たがってマイワシ塩蔵中の不揮発性アミンの蓄積に関与する好塩・耐塩性㎞生成菌は，共
試魚を2次的に汚染したS。ep14e皿fdfs，及ぴ5．ho㎜1nlsと，共試魚を一次汚染していた海
洋由来菌V，a18加01舛fc鵬の協同作用と考えた。
　第4章では，好塩・耐塩性H皿生成菌が高濃度のNaC1を添加した培地で，不揮発性アミン
を蓄積するかどうかを検討した。糠漬け由来の好塩・耐塩性㎞生成菌説a助ylococOES5ρ．
No．101株を，20。Cで10％ならびに12％NaCl添加HdB培地で，20℃における㎞生成を比較し
たところ12％の方が10％より多量の恥生成を生成した。30。Cでは両者ともほぼ同じ程度，
37。Cでは10％NaC1添加培地で著しく多量の㎞を生成量し，12％NaC1の生成量は低
かった。なおNo．7株の珈生成量は，特に37。Cの10％NaC1添加培地で顕著であった。マアジ
由来の好塩・耐塩性血生成菌7f加fo　No．793株と，既知の血生成菌阻皿o㎎aηfl　IFO3638株
の㎞生成量を比較した。No．793株は5。C～30。Cにおいて，12％NaC1添加HdBで顕著に
1㎞を生成したが，砿盟o㎎aηffはほとんど生成しなかった。No．793株は5。Cと30。Cで12％
NaC1添加イワシ肉培地で㎞を生成したが，κ皿org朋1fは生成しなかった。さらにサバ加
工品由来の好塩．・耐塩性㎞生成菌働a助yloeooeE3をNaC1添加サバ肉培地に接種し，アミン
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を生成するどうかを検討した。普通肉培地では接種3日後に3種のアミンが増加し血合肉
ではSpd以外の全てのアミンが増加した。6日後の普通肉では1㎞，Cadに蓄積が顕著で，1血
は98．7μg／皿1に達し，血合肉でもSpdを除く他の全てのアミンが蓄積されたが，その量は
普通肉培地の方が多かった。以上から，好塩・耐塩性㎞生成菌は高濃度のNaC1を含む培地
中で，多量のアミンを生成出来ることが判明した。さらにマイワシを異なる2種類の塩蔵
法で塩蔵した場合の，貯蔵中の総㎞生成菌数，好塩・耐塩性㎞生成菌数及びアミンの消長
を検討した。すなわちマイワシコンボジット試料をふり塩塩蔵法で塩蔵し，塩蔵中の好
塩・耐塩性血生成菌数を調査したところ，塩蔵前で102／g以下，NaC12％添加区の貯蔵後
に106／g以上に増加，食塩12％添加区では2試料が103／g以上に増加した。たて塩塩蔵法で
処理したマイワシの新鮮時の好塩・耐塩性㎞生成菌数は1試料が102／g以下で，他の3試料
は10／g以下で，好塩・耐塩性㎞生成菌数が103／g以上に増加した試料が2試料，他の2試料
は102／g以下であった。伝統的製造法で製造した糠漬け試料での好塩・耐塩性Hm生成菌数
の変化ならぴに不揮発性アミンの消長を検討した。原料の好塩・耐塩性㎞生成菌数は
102／g以下で，塩蔵中に好塩・耐塩性H皿生成菌数は増加しなかったが，室温で4ヶ月発酵後
には102／g以上，6ヶ月発酵後には104／g以上に増加した。なお原料魚からはSpd以外のアミ
ンを検出せず，塩漬け後と4ヶ月後のアミン生成はわずかで，6ヶ月後にはPut、1血及びTym
含量が急増した。原料魚に分布する好塩・耐塩性1㎞生成菌の種類は，翫ap加10eoee囎、
岨erocoeou3、励rfo、Pseu面皿oηas　III／IV一皿、Pseロdo盟o丑as　III／IV－Hの5種類で，6ケ月
後には翫a画ylococcαs，岨crococcロs及び1励rfoの3種類に減少し，Pse面o盟o丑asは分離さ
れなかった。
　前述のように好塩・耐塩性H皿生成菌が，糠漬け熟成中にアミンを生成することを指摘し
てきた。糠漬け熟成中の変化には好塩・耐塩性㎞生成菌によるアミン蓄積のみならず，塩
汁が作用することで成分変化が起こるとが予想された。
　第5章では，塩汁の魚肉の分解性を調査した。そこでまず熟成中の変化を加速する因子
をさぐる目的で，高温熟成品の品質を検討し，従来品と比較した。高温熟成品の水分，
NaC1含量，pH，丁幽一N，NPN／TN，』㎞i皿〇一N／TN値は，従来品よりも低かった。高温熟成品の
官能検査の結果，ほとんどの項目で従来品と有意な差を認めなかった。したがって高温
は，熟成促進因子であることが判明した。高温が熟成を促進する理由の一つは，塩汁中の
プロテアーゼの分解性が温度で加速されたためと考えた。そこで塩汁中で発酵させたイ
ワシと従来品の魚肉の窒素成分の消長を検討した。塩汁発酵120日後の全アミノ酸含量
は，従来品の180日後のよりも高かった。したがって熟成中に塩汁は，魚肉タンパク質を
分解し，アミノ酸を蓄積する傾向を促進した。塩汁発酵イワシ魚肉の酸性プロテアーゼ活
性は，熟成100日後に2倍以上に増加したが，その後減少したが，従来品の活性より高
かった。塩汁発酵品の酸性プロテアーゼ活性は，従来品より10倍高かった。なお塩汁のア
ルカリプロテアーゼが高く，麹は酸性プロテアーゼの活性が高く，糠の酸性プロテアー
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ゼ活性は，塩汁とほぼ同程度で，糠のアルカリプロテアーゼは低かった。塩汁，麹，糠の
プロテアーゼの魚肉分解率を比較したところ，塩汁は，麹，糠より高かった。
　以上より塩汁は，糠漬け熟成時のプロテアーゼの給源としての役割を持つと結論した。
塩汁プロテアーゼの特徴を解析するため，塩汁，内臓，筋肉のプロテアーゼの特徴を比較
し，さらに塩汁プロテアーゼによる魚肉タンパク質加水分解のメカニズムを検討した。
12拙aC1存在下のプロテアーゼ活性は，塩汁が高く，内臓，筋肉の順であった。塩汁と内
臓プロテアーゼの至適温度は55。Cで，筋肉は50。Cであった。塩汁プロテアーゼは45－55。C
で温度安定性が最も高く，65℃，60分間でほぼ活性が消失した。内臓の安定性は，45－55
。Cの温度範囲で塩汁の活性を約20％消失し，60。Cで90％以上の活性を消失し，筋肉プロテア
ーゼは温度に対して不安定であった。塩汁プロテアーゼ活性は，NaC1の濃度が増すにつれ
て減少するが，その活性は内臓や筋肉プロテアーゼより高かった。塩汁プロテアーゼは
S皿やDFPにより強く阻害された。塩汁中のトリプシン，キモトリプシン，アミノペプチダ
ーゼは，それぞれの阻害剤で56．6～92．6％阻害された。12％NaC1では，キモトリプシン活
性は阻害されず，アミノペプチダーゼはわずか17．2％阻害され，しかしトリプシンが68．4
％阻害された。以上から糠漬け熟成に関与する塩汁プロテアーゼは，主に内臓に由来する
セリンプロテアーゼと金属プロテアーゼと考えた。
　これまでに塩汁はプロテアーゼの給源としての役割があることを指摘したが，塩汁プロ
テアーゼの魚肉分解物には，食品機能性を有することが予想された。第6章では，糠漬け
熟成過程で生成される魚肉分解物が，糠漬け熟成過程での食品機能性の向上に関与してい
るかどうかを検討した。はじめに糠漬け熟成過程で生成される抗酸化物質の実態を明らか
にした。その結果，熟成中の糠漬け熱水抽出物の抗酸化性は，熟成に伴い約40％増加した
た。糠漬けと生イワシを分画し収量と糠漬けの各画分の抗酸化力を検討したところ，F6画
分の抗酸化性が最も強く，そのの収率は糠漬けが生イワシより約40倍多かった。F6の化学
分析結果より，ペプチドを主体とした窒素化合物であった。F6画分のラジカル捕捉能は弱
かった。なおF6画分のペプチドを構成アミノ酸は，Glu，Lys，Asp，Lueで，本画分をプ
ロテアーゼで加水分解した場合，酵素分解後に抗酸化力は消失した。本画分を㎜一40カラ
ムで分画したところ，6つのピーク（P1－P6）が得られ，P1とP2は分子量約4700と3600で
あった。各ピークの抗酸化活性をはP1，2＞P3＞P4＞P5，6の順で強く，P1，2は，Asp，
Glu，Gly，Lysを主に含むペプチドであった。
　つぎに塩汁プロテアーゼの魚肉タンパク質加水分解物が，抗酸化性を示すかどうかを調
べる目的で，塩汁添加と無添加のホモジネートの抗酸化力を比較した。塩汁添加の方が無
添加よりも抗酸化力は強く，筋原繊維タンパク質分解物でも同様の傾向を認めた。なお抗
酸化性を示すタンパク質分解物は，塩汁プロテアーゼによるイワシ筋原繊維タンパク質分
解中にも存在するが，イワシ筋原繊維タンパク質をそれ自身放置しても効率的に抗酸化性
を示すタンパク質分解物は生成されなかった。
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　以上より，塩汁プロテアーゼは，熟成中に魚肉タンパク質を分解する結果，抗酸化性を
示すペプチドが生成され，結果的に魚肉中の抗酸化力が強くなると考えた。したがって糠
漬け脂質が安定である原因の一っは，塩汁が熟成に魚肉中に抗酸化性を有するペプチドを
生成するためであり，糠漬け製造時の塩汁の添加は，食品機能性の向上の面でも有意義な
操作であると考えた。糠漬け熟成によって生じるペプチドもACE阻害活性を示す可能性が
ある。そこで糠漬け熟成過程での魚肉熱水抽出画分のACE阻害活性の消長を検討した。さ
らに糠漬け製造の際に添加されるプロテアーゼ生成菌を含む塩汁培養液を，糠漬けとほぼ
同じNaC1濃度12％のイワシホモジネートに接種し，接種前後のホモジネート中の生菌数，
プロテアーゼ活性，アミノ態窒素，ならびにACE阻害活性を比較し，プロテアーゼ生成菌
の糠漬け発酵中の役割を考察しだ。その結果，糠漬け魚肉中の熱水抽出画分のACE阻害活
性は，熟成が進にっれて強くなった。また塩汁をLB培地に添加した場合，培養時の培地中
のプロテアーゼ活性は，NaC15％添加した培地で最も高い活性を示し，NaC125％添加培地
でもプロテアーゼ活性を認めた。NaC1を14％添加したイワシホモジネートに，プロテアー
ゼ活性陽性の塩汁添加培養液を接種し，14日後のACE阻害活性は高かった。
　したがって阻害活性の増加原因は，塩汁由来のプロテアーゼ生成菌が関与して生成した
イワシ筋肉の加水分解物の中に，ACE阻害を示す成分が含まれていたと考えた。以上より
塩汁はプロテアーゼの給源としての役割があるのみだけでなく，熟成過程で生成される魚
肉分解物のなかには，抗酸化性やACE阻害活性を示すペプチド成分が含まれており，食品
機能性を向上させていると結論した・
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Fermented sardine with rice-bran ( FSR), " Iwashinukazuke" is the Japanese 
traditional fermented fish products in Ishikawa Prefecture and it is produced by 
the fermentation of sardine with rice-bran in a barrel for a period from 6 
months to a year. During the ripening FSR is produced by the addition of the 
brine, "Shiojiru" which is exudated from the sardine' s body during salting and 
the brine is poured into the fernenting barrel at a suitable interval. The 
purpose of this study is to clarify the mechanisms for non-volatile anine (NVA) 
accumulation in the meat of FSR during its ripening in the first half of the 
study and this study is also designed to clarify the role of brine in the second 
half of this study. 
uvA content of FSR product and uvA formation on the model for FSR 
Non-volatile anine (NVA) content of FSR product and NVA formation on the 
model for FAR were analyzed. A Iarge anount of histamine (Hin) and tyramine (Tyn) 
was detected in the comuercial FSR products . NVA accumulation in the meat of 
salted sardine as the model for FSR was observed after the storage.Most isolates 
of salted sardine were divided intoVihrio-Aeromonas and Pseudomonas 111/IV-H, 
and the others were divided into Pseudomonas I/II, Pseudomonas I I I/IV-NH, 
Micrococcus and Staphylococccus. 
Occurrence of halotolerant and halophilic histanine-forning bacteria (HH 
bacteria) 
Halotolerant and halophilic histanine-forming bacteria (HH bacteria) were 
isolated from the counercial FSR and identified with genllS Staphylococcns. 
Staphylococcus N0.7 strain was inoculated into the broth containing high 
concentration of NaCl. Hm in 12% NaCl broth was almost the same level as 10'/. 
NaC1 at 30'C . The occurrence of HH bacteria in red meat fish products was 
studied. HH bacteria were isolated from 35 samples out of 133 red meat products. 
Twenty-three isolates, 20 isolates, and one isolate out of 46 HH bacteria were 
identical with Staphylococcus, Vibrio, Pseudomonas 111/IV-NH, respectively. The 
incidence of HH bacteria in marine fish was almost 30%. The isolates from fish 
were identified as Staphylococcus, Micrococcus and Vibrio. HH bacteria were 
divied into 5 groups; Staphylococcus, Micrococcus, Vihrio, Pseudomonas 111/IV-NH 
and Pseudomonas 111/IV-H. The isolates of HH bacteria in a member of the genus 
Staphylococcus were identified as S. epidermidis and S.horminis. The isolates of 
HH bacteria in Vibrio were identified as V.alginolyticus. 
NVA formation in the meat of FSR by IW bacteria 
Staphylococcus N0.101, N0.7 and Vibrio N0.793 produced large amount of Hhl in 
the broth containing high concentration of NaCl. N0.7 strain formed NVA in meat 
infusion of mackerel containing NaCl. The number of HH bacteria of the sardine 
meat added with 12'/. NaCl and salted sardine increased to more than 103/g. The 
number of HH bacteria of FSR increased over 104/g, while putrescine (Put), Htl 
and Tym also increased remarkably during 6 months fermentation. The isolates of 
HH bacteria from raw fish consisted of 5 genera or groups, i.e. , Staphylococcus, 
Micrococcus, Vibrio, Pseudomonas 111/IV-NH and Pseudomonas 111/IV-H. Those from 
FSR at 6 months fernentation were Staphylococcus, Micrococcus and Vibrio. 
The degree of hydrolysis of fish neat by the brine, "Shiojiru" which is used for 
the FSR processing 
The degree of hydrolysis of fish meat by the brine was studied to clarify the 
role of brine. The warmed brewing accelerated the degree of hydrolysis of the 
FSR meat. The brine accelerated the degree of hydrolysis of the sardine meat. 
The degree of hydrolysis of the sardine meat added with brine containing NaCl 
was higher than those added with koji and rice-bran. Brine protease (BP) 
activity was highest, and visceral protease (VP) was higher than that of muscle 
protease (MP). Optinum temperature of BP was at 55'C. BP was very stable for 
heat denaturation and strongly inhibited by serine protease inhibitor such as 
STI and DFP. 
Increse in food functionality of sardine neat hydrolyzate by brine during the 
processing of FSR 
The antioxidative activity of hot water soluble fraction of FSR increased 
almost 40~/, during the ripening. F6 fraction from FSR showing the strongest 
activity consisted Inainly of peptides. The peptides frou F6 fraction consisted 
mostly Glu, Lys, Asp, Lue and were estimated to be about 4700 Da and 3600Da. The 
hydrolyzate　of　sardine　meat　a皿d　sardine　皿yofibri　l　lar　protei皿　by　brine　protease
showed　the　antioxidative　activity．Angiote皿s　in　I　converting　e皿zy皿e　（EC．3．4．15．1，
ACE〉　shows　an　importa皿t　role　in　the　regulation　of　blood　pressure．　ACE　inhibitory
peptide　shows　to　lower　the　bloo〔l　pressure．　ACE　i皿hibitory　activity　of　hot　water
soluble　fraction　increased　with　fermentatio皿　ti皿e．The　for皿atio皿　of　sardine　皿eat
hydrolyzate　by　brine　protease　see皿ed　to　be　correlated　to　the　increase　of　ACB
inhibitory　activity　of　FSR．　Therefore，　it　was　concluded　that　the　role　of　brine
was　not　only　the　protease　source　but　also　the　i皿crease　of　food　functional　ity．
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